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(Aus dem Botanischen Institut der Universitat Kéln, Abteilung fiir Mikrobiologie) 
Zur Protoplastierung von E.coli B mit Lysozym und Versen 


Von 
DIETER SCHWEIGHOFER und PETER STARLINGER 


(Hingegangen am 6. August 1958) 


Bakterien besitzen eine starre Wand, die unter anderem Polysaccharide 
enthalt. Eine Beschadigung oder Zerstérung dieser Wand fiihrt im all- 
gemeinen zu einer Auflésung der Zellen. Eine derartige Lyse erreicht man 
bei einigen gram-positiven Organismen durch die Einwirkung eines 
Enzymes, das unter anderem aus dem Eiklar von Hiihnereiern gewonnen 
wird und das den Namen Lysozym fiihrt. WEIBULL gelang eine Auflésung 
der Bakterienwand ohne gleichzeitige Lyse der Zellen, wenn er B. mega- 
terium in hypertonischem Medium mit Lysozym behandelte. Die Zellen 
verloren dabei ihre charakteristische Stabchenform und rundeten sich 
ab. Sie losten sich bei der Verdiinnung in ein hypertonisches Medium auf. 
Zu einer nennenswerten Vermehrung waren sie nicht mehr fahig, zeigten 
aber noch eine Reihe von Stoffwechselleistungen. Diese Gebilde erhielten 
den Namen ,,Protoplasten‘‘ (WEIBULL 1953, Mc QUILLEN 1955a; 1955b). 

Da Protoplasten einfacher organisiert sind als intakte Zellen, und da 
sie wegen ihrer aufgelockerten Wandstruktur der Einwirkung verschie- 
dener Agentien leichter zuganglich sind, erwiesen sie sich fiir verschiedene 
physiologische Untersuchungen als geeignet. Es wurde daher versucht, 
sie auch aus anderen Bakterien, insbesondere aus gram-negativen Or- 
ganismen, herzustellen. Diese Versuche fiihrten aber nicht direkt zum 
Ziel. Nur bei Anwendung besonderer Techniken gelang eine Protoplastie- 
rung gram-negativer Zellen durch Lysozym. So wendeten WARREN u. a. 
(1955) hohe Temperaturen und Aceton, PETERSON u. HarrsELL (1955) 
erhohte Temperaturen in Verbindung mit drastischen Veranderungen des 
pu und ZrinpER u. ArnpT (1956) ebenfalls eine Erhéhung des px auBer 
dem Lysozym an. 

REpASKE (1956) sowie auch MAHLER u. FRASER (1956) erhielten Proto- 
plasten durch die kombinierte Einwirkung von Lysozym und Versen. 

Auf andere Weise konnten Protoplasten gram-negativer Bakterien von 
Leperperc (1958), LEDERBERG u. ST. CLAIR (1958) sowie von Mc QuiL- 
LEN (1958) erhalten werden. Beide bedienten sich der Tatsache, daf 
Diaminopimelinsiure ein wichtiger Bestandteil der Bakterienmembran 
ist. Verhindert man ihren Einbau, so resultiert eine Lyse der Zellen ahn- 
lich wie bei der Einwirkung des Lysozyms. Im hypertonischen Medium 
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kommt es hier ebenfalls zu einer Protoplastierung. LEDERBERG verhinderte _ 
den Einbau der fraglichen Substanz durch Penicillin, wihrend Mc QuiL- 
LEN von einer Diaminopimelinséure (DAP)-Mangelmutante ausging und 
sie in einem DAP-freien Medium wachsen lieB. 


In der vorliegenden Arbeit sollen einige Beobachtungen bei der Her- 
stellung von Protoplasten mit Lysozym und Versen beschrieben werden. 


Material und Methoden 


Es wurden Zellen des Stammes Z. coli B benutzt. Die Bakterien wurden in 
Peptonwasser, Bacto Nutrient Broth oder einem synthetischen Medium (HERSHEY 
1955) vermehrt. 

Die Herstellung der Protoplasten erfolgte in Anlehnung an die Vorschriften von 
Mauer u. Fraser (1956). Die Bakterien wurden bis zu einem Titer von 3- 108 
vermehrt, abzentrifugiert, in Trispuffer, py 8, gewaschen, und in einem Medium 
aufgenommen, das aus 0,05 mol Trispuffer von pH 8 und 0,5 mol Saccharose 
bestand. Die Protoplastierung erfolete durch Zugabe von 4/39), Vol Lysozymlésung 
(1 mg/ml) und 4/,)), Vol Versenlésung (25 mg/ml). In einigen Versuchen wurde nur 
eine der beiden Komponenten zugegeben. 

Die Beobachtung der Protoplasten erfolgte im Phasenkontrastmikroskop. 

Zur Feststellung der Fahigkeit zur Kolonienbildung wurden Zellen und Proto- 
plasten auf Bacto Nutrient Agar ausplattiert. 

Adsorptionsmessungen wurden mit dem Phagen T 4 durchgefiihrt. Die Zellen 
wurden zu diesem Zweck in der oben angegebenen Weise behandelt, anschlieBend 
zentrifugiert, gewaschen und in Bacto Nutrient Broth aufgenommen, dann mit 
Phagen infiziert (Infektionszahl 0,005), und die Adsorption bei 37° durch die 
Abnahme der Zahl der freien Phagen oder die Zunahme der gegen Antiserum re- 
sistenten Infektionszentren bestimmt. 


Ergebnisse 


Bei der kombinierten Einwirkung von Lysozym und Versen bei px 8 
wurden die Befunde von MAHER u. FRASER (1956) bestitigt. Die Ein- 
wirkung nur eines der beiden Bestandteile dieses Systems ergab folgende 
Resultate : 

Kinwirkung von Lysozym. Die Zellen nehmen nicht die kugel- 
formige Gestalt der Protoplasten an. Sie sind aber von dem Lysozym 
verandert, denn eine Verdiinnung des hypertonischen Mediums fiihrt zur 
Lyse der Zellen. Kine derartige Lyse von Stabchen beobachteten ZINDER 
u. ARNDT (1956) bei Zellen, die bei einem py von 9 in Carbonatpuffer 
durch Lysozym angegriffen wurden. Wir erhielten solche ,,Halbproto- 
plasten“ auch bei dem niedrigeren py-Wert von 7,4 in dem synthetischen 
Medium. 

Im Gegensatz zu den echten Protoplasten kann der Halbprotoplast 
sich auch auf gewohnlichen Nihrmedien, z. B. Bacto Nutrient Agar, ver- 
mehren. Der Titer der Halbprotoplasten entspricht bei Verdiinnung durch 
Nutrient Broth dem der unbehandelten Bakterien. Bei Verdiinnung durch 
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dest. Wasser sinkt er um mehr als einen Faktor von 10° ab. Solche Halb- 
protoplasten erhalt man durch die Einwirkung von Lysozym in synthe- 
tischem Medium vom pg 7,4 und in Trispuffer vom px 8,0. Dieser Befund 
steht im Widerspruch zu der von ZrinDER u. ARNDT (1956) gemachten 
Beobachtung, da8 in Trispuffer bereits bei einem py 8,0 ein groBer Teil 
der Zellen in Protoplasten tibergefiihrt wird. Dies mag an der Vorbehand- 
lung der Zellen liegen, die auch nach diesen beiden Autoren einen groBen 
Einflu8 ausiibt. Wir fanden z.B. keine Wirkung des Lysozyms, wenn die 
Bakterien nicht in Peptonwasser, sondern in synthetischem Medium ge- 
wachsen waren. Dieser Unterschied ist reproduzierbar und deutet auf 
Unterschiede in der Bakterienwand, die von physiologischen AuBen- 
faktoren abhangig sind. 

Einwirkung von Versen. Diese Behandlung hatte scheinbar keinen 
EinfluB auf die Zellen. Sie verloren weder ihre charakteristische Gestalt 
noch ihre Fahigkeit zur Koloniebildung auf festen Nahrbéden und lysierten 
auch nicht bei der Verdiinnung in dest. Wasser. Adsorptionsversuche mit 
dem Phagen T 4 zeigten jedoch eine starke Herabsetzung des Adsorp- 
tionsvermégens. Diese konnte bei der Behandlung mit Lysozym nicht 
beobachtet werden. Das Versen ruft also eine spezifische Veranderung an 
der Zellwand hervor, die von der des Lysozyms verschieden ist. 

Zeitliche Aufeinanderfolge der Einwirkung von Lysozym 
und Versen. Die unabhangige Wirkung von Lysozym und Versen 
konnte auch auf eine andere Weise nachgewiesen werden. Lie man zuerst 
die eine der beiden Komponenten einwirken, entfernte sie dann durch 
Waschen auf der Zentrifuge und fiigte anschlieBend die andere hinzu, 
so bildeten sich unabhangig von der Reihenfolge der Einwirkung immer 
Protoplasten. Dies deutet auf eine unabhangige Wirkung der Kompo- 
nenten, wenn man nicht annehmen will, daB sie beide so fest an die 
Zellwand gebunden werden, da sie durch die Waschung nicht entfernt 
werden. 


Diskussion 


Nach Werpet enthalten gram-negative Bakterien in ihrer Wand zwei 
Komponenten, ein Lipopolysaccharid und ein Lipoproteid. Typische 
gram-positive Organismen weisen nur die erste der beiden Komponenten 
auf. Zwischen den beiden Typen gibt es Zwischenformen. Die vorliegenden 
Versuche deuten aber auf einen weiteren Unterschied in den Wandstruk- 
turen der beiden Klassen. Dieser ist in der Zusammensetzung der Lipo- 
polysaccharidschicht zu suchen. Wahrend das Lysozym diese Schicht bei 
B. megateriwm so verandern kann, daB die .Zellen eine kugelférmige 
Gestalt annehmen, bedarf es bei den gram-negativen E. coli B der zu- 
satzlichen Einwirkung des Versens. Dabei wird man die Einwirkung des 
letzteren ebenfalls in der Polysaccharidkomponente vermuten diirfen. 

16* 


on D. ScHWEIGHOFER und P. STARLINGER: 


Hierfiir spricht die Beeinflussung der Adsorptionsfihigkeit fiir den 
Phagen T 4, dessen Receptor nach WEIDEL in dieser Schicht zu suchen 
ist (WErDEL, Koon u. Louss 1954). Ebenfalls in diese Richtung deutet 
die Protoplastierung von Z. coli durch Penicillin, bei der eine typische 
Komponente des Polysaccharides an ihrem Einbau gehindert wird. Der 
Erfolg der Protoplastierung mit dieser Methode zeigt, da eine Ver- 
anderung des Polysaccharides ausreicht, um die charakteristische Form 
der Bakterien zum Verschwinden zu bringen. Man wird daher vermuten, 
daB das Lysozym nicht derartige Veriinderungen an der Polysaccharid- 
schicht hervorrufen kann wie das Penicillin oder das Phagenenzym (WEI- 
DEL u. PrimosicH 1957). Das Versen komplettiert dann eher diese Wir- 
kung, als da es die bei der Penicillinprotoplastierung ohnehin als be- 
deutungslos erwiesene Lipoproteidschicht angreift. 

Das Lysozym ist also in seinem Angriff auf die Polysaccharidschicht 
weniger wirksam als bei den gram-positiven Organismen. Man muB also 
fiir diese Schicht eine verschiedene Zusammensetzung annehmen. Dies 
ist in Ubereinstimmung mit SaLTon (1958), der mit isolierten Membranen 
verschiedener Bakterien arbeitete. Er fand dabei, daB das Lysozym wech- 
selnde Substanzmengen aus diesen Membranen herauszuspalten in der 
Lage ist. 

Die alleinige Einwirkung des Lysozyms auf Zellen von £. coli B fiihrt 
zur Entstehung von Halbprotoplasten. Diese stellen relativ wenig ge- 
schadigte Zellen dar. Ihre Wand ist aufgelockert und ermdglicht ihr 
Platzen in hypotonischen Lésungen. Sie sind jedoch im Gegensatz zu 
den echten Protoplasten noch zu einer normalen Vermehrung ohne An- 
wendung besonderer Hilfsmittel fiihig. Es ist méglich, daB derartige 
Zellen ein geeignetes Bindeglied zwischen intakten Bakterien und Proto- 
plasten bei der Durchfiihrung genetischer oder physiologischer Unter- 
suchungen darstellen werden. 


Zusammenfassung 


Die EKinwirkung von Lysozym und Versen auf Zellen von £. coli B 
wird untersucht. Wahrend die kombinierte Einwirkung, wie von REPASKE 
(1956) beschrieben, zu Protoplasten fiihrt, entstehen bei der alleinigen 
Kinwirkung von Lysozym ,,Halbprotoplasten‘. Diese unterscheiden sich 
auBerlich nicht von Bakterien, vermehren sich normal, platzen aber beim 
Verdiinnen in dest. Wasser. Die Einwirkung von Versen allein hat keinen 
sichtbaren Erfolg, beeintrachtigt aber das Adsorptionsvermoégen fiir den 
Phagen T 4. Beide Befunde werden in ihrem Zusammenhang mit der 
Wandstruktur der Zellen diskutiert. 

Die Deutsche Forschungsgemeinschaft unterstiitzte diese Arbeit durch eine 


Sachbeihilfe, wofiir auch an dieser Stelle gedankt sei. AuBerdem danken wir Herrn 
Prof. Bruscu fiir sein Interesse an der Arbeit und fiir vielfache Diskussionen. 
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(Aus dem Institut fiir Bodenkunde der Landwirtschaftlichen Hochschule Hohenheim) 


Beitrag zur Ermittlung der Pilzbesiedlung 
bei natiirlichen Boden und ihrer Kennzeichnung 
durch ein besonderes Isolierungsverfahren 


Von 
H. L. SCHMIDT 


Mit 4 Textabbildungen 


(Eingegangen am 16. August 1958) 


Fir die Ermittlung der Zusammensetzung der Pilzflora des Bodens und 
ihre Isolierung aus dem natiirlichen Standort stehen bisher wenige Me- 
thoden zur Verfiigung, die einen unmittelbaren Einblick in die natiirliche 
Vergesellschaftung der Pilze im Boden geben. Bei den indirekten Isolie- 
rungsmethoden, dem Plattengufverfahren und auch bei der Boden- 
plattenmethode nach Warcvup (1950, soil plate method), wird die nattir- 
liche Lagerung des zur Untersuchung gelangenden Bodens mit den darin 
lebenden Pilzhyphen weitgehend gestért. Dies ist besonders bei der Sus- 
pendierung der Bodenproben fiir das PlattenguBverfahren der Fall, bei 
der die Pilzhyphen zum Teil stark zerrissen und von den Bodenteilchen 
getrennt werden. Bei den direkten Isolierungsverfahren aus dem Boden 
kommen dagegen trotz ihrer sonstigen Vorztige meist nur kleine Boden- 
ausschnitte mit der Isolierungsvorrichtung in Kontakt (CHESTERS 1948, 
La Toucue 1948, THORNTON 1952, SEWELL 1956), so daB auch die Ver- 
gesellschaftung der Pilze eines begrenzten Bodenausschnittes nicht un- 
mittelbar zu erkennen ist. 

Zur Kennzeichnung der Bodenpilzflora gehért besonders die Isolierung 
der im Stadium der Hyphenbildung vorliegenden Arten, da diese fiir die 
Verbreitung und namentlich fiir die Aktivitaét der Pilze im Boden von 
wesentlich gréBerer Bedeutung sind als pilzliche Ruhestadien, wie z. B. — 
Conidien und Chlamydosporen (Park 1957). Fiir den Aussagewert einer 
Isolierungsmethode, mit der die Zusammensetzung der Pilzflora eines 
Bodens erfaBt werden soll, ist es daher wesentlich, daB sie die im Boden 
aktiven Arten mitisoliert und daB sie, soweit wie méglich, den Zusammen- 
halt der Pilzthalli erhalt, damit man fiir die quantitative Erfassung der 
Isolierungen eine méglichst natiirliche Grundlage erhalt. 

Fiir die Untersuchung des Pilzwachstums im natiirlichen Substrat ist 
daher auch die direkte Beobachtung von Pilzen im Boden, wie sie von 
Kusrena (1931) begonnen und von ALEXANDER u. JACKSON (1954) sowie 
von HeEpeLe u. Burges (1956) versucht wurde, aufschluBreich. Auch die 
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haufig angewendete Objekttrager-Methode nach Cuonopny, die kiirzlich 
von LEHNER, Nowak u. Serpoip (1958) weiter ausgebaut wurde, ver- 
mittelt einen Eindruck von der Intensitaét des Pilzwachstums. Besonders 
Kusiena (1931 u. 1938) zeigte mit einer geeigneten mikroskopischen 
Technik fiir die direkte Beobachtung von Bodenproben in ungestorter 
Lagerung, da es méglich ist, Conidientriger zahlreicher Pilzarten an 
ihrem natiirlichen Standort zu beobachten. Die direkte Beobachtung und 
die Isolierung von Pilzhyphen benutzte z. B. auch Warcup, um die Pilz- 
aktivitit im Boden eines Weizenfeldes zu ermitteln, da verschiedene 
Untersuchungen gezeigt hatten, daB die mit dem Plattenverfahren und 
der Bodenplatten-Methode isolierten Pilzkolonien sich in erster Linie aus 
Pilzsporen entwickelten (WaRcuP 1957 u. 1955). 

Im Vergleich zu den indirekten Isolierungsverfahren geben solche 
Direktmethoden trotz der zuweilen umstandlichen Technik den unmittel- 
barsten Einblick in das Pilzvorkommen im Boden, die Art und Starke 
des Hyphenwachstums, die Artenverteilung und andere Fragen. Deshalb 
wurden auch die eigenen Untersuchungen tiber die Zusammensetzung der 
Pilzflora verschiedener Béden mit der direkten Beobachtung des Hyphen- 
wachstums an Bodenproben in ungestérter Lagerung begonnen, um zu- 
nachst die Art des Pilzwachstums im natiirlichen Substrat kennen- 
zulernen. 


Beobachtungen an Strukturproben 


Fiir die Entnahme von Bodenproben in ungestorter Lagerung (Struk- 
turproben) wurden rechteckige Zinkblechrahmen (7 x 10 x3em) mit dazu 
passenden, iibergreifenden Deckeln verwendet. 

Diese Zinkblechrahmen, die bereits von KUBIENA (1953) fiir die Gewinnung von 
Bodenproben in ungestorter Lagerung beschrieben wurden, erhielten zur Ver- 
meidung von stérenden Korrosionseffekten einen Kunstharzlack-Anstrich (Aci- 
durol-DD-Lack!). Sie wurden am Ort der Probenahme nach Art der Nitzschzylinder 
auf eine zuvor freigelegte, ebene Bodenflache in 5—10 cm Tiefe aufgesetzt und in 
den Boden eingedriickt. In trockenen bzw. festen Boden wurde das Eindriicken der 
Rahmen durch Einschneiden des Bodens entlang der AuSenkante des Rahmens 
mit Hilfe eines Messers erleichtert. Nach dem Ausgraben der gefiillten Rahmen, 
dem vorsichtigen Entfernen des tiber den Rahmen herausragenden Bodens wurden 
die Deckel aufgesetzt und die Strukturproben naturfeucht in den Brutschrank 
gebracht und bei 25°C bebriitet. 

Auf der Oberfliche solcher Strukturproben konnte dann das Hyphen- 
wachstum der Bodenpilze mikroskopisch leicht beobachtet werden. Diese 
Beobachtungen an verschiedenen Boden aus Wiirttemberg ergaben, daft 
sich auf den freigelegten Bodenoberflichen, auf den Bodenaggregaten und 
in den Bodenhohlraumen oft zahlreiche Pilzhyphen und lockere Hyphen- 
verbande entwickelten, die sich durch Form und Farbung haufig 


1 Kalthartende Lackierung der Fa, Chr. Lechler u. Sohn Nachf., Stuttgart- 
Feuerbach, 
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voneinander unterschieden; selten konnte jedoch die Entwicklung von 
Conidientragern festgestellt werden, die es erlaubt hatte, auf eine be- 
stimmte Gattungs- oder Artzugehérigkeit zu schlieBen. 

Fiir eine direkte Beobachtung der Pilze am natiirlichen Standort ware 
der Eintritt der Sporenbildung von besonderem Wert, da sie dem Beob- 
achter die Charakterisierung der Pilzflora im Boden erleichtern wiirde. 
Nach allen vorangegangenen Beobachtungen schien die Sporenbildung 
im natiirlichen, ungestérten Boden jedoch nicht allzu haufig einzutreten, 
so daB Riickschliisse auf die Artenzusammensetzung der vorhandenen 
Bodenpilzflora erst nach Anwendung eines Isolierungsverfahrens moglich 
wurden. 

Fiir die Pilzisolierung wurde hier nun eine neue Nahrbodentechnik 
angewandt, mit der die vegetativen Hyphen im Boden zur Bildung von 
Sporentragern veranlaBt werden. Die besondere Art dieser Technik hat 
zur Folge, daB das natitrliche Gefiige des Bodens dabei erhalten bleibt 
und die empfindlichen Pilzhyphen nicht aus ihrer Lage im Boden entfernt 
za werden brauchen. 


Beschreibung der Methode 


Aus dem zur Untersuchung bestimmten Boden wurden 5—6 Strukturproben 
mit Hilfe der beschriebenen Rahmen aus einer Flache von 1—2 m? entnommen, in 
Kunststoffbeutel verpackt und in das Laboratorium transportiert. Die Proben 
wurden so einen Tag zur Anregung des Hyphenwachstums bei Zimmertemperatur 
aufgestellt. Am folgenden Tag wurden die AuBenflichen der Kastenrahmen sorg- 
faltig gereinigt und aus dem Boden herausragende Wurzelteile abgeschnitten. Die 
freie Bodenoberfliche der Strukturproben wurde hierauf mit einem filtrierten, 
sterilisierten und noch fliissigen Wiirze-Nahrboden mit Bengalrosazusatz! bespriiht. 
Hierfiir eignete sich ein Zerstéuber mit einer nicht zu feinen Glasdiise, der mit dem 
VorratsgefaB vorher sterilisiert wurde. Die erforderliche Druckluft wurde durch 
eine stufenlos regelbare elektrische Luftpumpe erzeugt. Vor dem Ansaugstutzen der 
Pumpe sowie vor dem Zerstiuber passierte die Druckluft sterile Wattefilter. Der 
Sprithvorgang wurde ferner in einem ausgedampften Impfraum ausgefiihrt. 

Die vom Zerstiuber erzeugten feinen Agartrépfchen tiben auf den Boden keiner- 
lei Schlagwirkung aus, sie erstarren auch aus dem gleichen Grunde sehr rasch, so 
da nach kurzer Zeit auf der Bodenoberfliche eine gleichmaBige, etwa 1 mm starke 
Agardecke entsteht. Die je Probe erforderliche Nahrbodenmenge betragt etwa 
20—25 ml. Wiahrend des Sprithvorganges wurden die auf ein drehbares Tischchen 
gesetzten Strukturproben zur Erzielung einer gleichmaBigen Nahrbodenschicht 
1—2mal gedreht. Die fertig bespriihten Strukturproben wurden mit einem sterili- 
sierten Tuch und einem ausgekochten Gummiwischer von auBerlich anhaftendem 
Nahrboden befreit und mit den inzwischen gewaschenen und mit Alkohol des- 
infizierten Deckeln bedeckt. Die so behandelten Kasten wurden im Brutschrank 
bei 25°C bebriitet. 


Unter dieser, die Oberfliche der Strukturproben bedeckenden Nahr- 
bodenschicht entwickeln sich die Pilzhyphen ungestort weiter, durch- 

* Nahrboden-Zusammensetzung: Glucose 20 g; KNO, 2 g; KH,PO, 2 ¢; Wiirze 
500 ml; H,O 500 ml; Bengalrosa 1; 15000; Agar 20 g; py 5—5,4. 
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wachsen den Nahrboden und bilden auf seiner Oberfliche Sporentrager 
aus. Auf diese Weise entsteht auf dem Bodenausschnitt ein Pilzvege- 
tationsbild, das nun die nattirliche Vergesellschaftung und die Arten- 
zusammensetzung der Bodenpilzflora erkennen lat (Abb. 1—4). 


Abb.1. Pilzwachstum auf der Agardecke einer Strukturprobe. (0,7: 1 


Abb.2. Aspergillus spec. auf Abb. 3. Rhizopus spec. auf der Abb. 4. Coemansia pectinata 
der Agardecke. (57:1) Agardecke. (27:1) auf der Agardecke. (27:1) 


Die Auswertung dieses Pilzvegetationsbildes erfolgte nach 5- bis 
6tigiger Bebriitung mit Hilfe eines Stereo-Mikroskopes (VergroBerung 
10—40fach), wenn sich das Besiedlungsbild nicht mehr wesentlich 
verinderte. Die Agardecke war dann noch frisch und zeigte ein gut 
erkennbares Pilzwachstum. 
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War infolge zu trockenen Bodens die Nahrbodenschicht selbst ausgetrocknet, 
so erfolgte keine Beurteilung oder Auswertung der betreffenden Probe. Sehr trockene 
Proben wurden vor dem Auftragen des Nahrbodens entweder mit Wasser bespriht, 
oder gegebenenfalls starker mit dem Nahrboden behandelt, wenn die Versuchsfrage 
es erlaubte. Zuweilen wurde die Agardecke durch Regenwiirmer, die sich gelegent- 
lich in den Strukturproben befanden, zerstért; kleinere Bodentiere (Collembolen, 
Nematoden), die aus dem Boden auf die Agardecke gelangten, stérten dagegen das 
Pilzwachstum nicht erkennbar. 

Von der Agardecke wurden die Pilze auf einen bengalrosahaltigen Wiirze-Nahr- 
boden zur Reinziichtung iibertragen bzw. zur Bestimmung der Gattung mikro- 
skopiert. Auf dem bengalrosahaltigen Nahrboden bereitete die Ziichtung bakterien- 
freier Kulturen kaum Schwierigkeiten (Smita u. Dawson 1944), dagegen waren 
haufig Parallelisolierungen bzw. weitere Uberimpfungen zur Entfernung von 
Begleitpilzen notwendig. 


Eine quantitative Auswertung des Pilzwachstums auf der Agardecke 
wurde durch die Notierung der Haufigkeit des Vorkommens der einzelnen 
Gattungen bei der mikroskopischen Auswertung méglich. Von Vorteil 
ist hierbei, daB die Pilze auf der Agardecke nur wenig die Beobachtung 
storendes Luftmycel ausbilden. Die Pilzkolonien, die auf der Agardecke 
entstehen, zeigen jedoch ein viel lockereres Erscheinungsbild als z. B. die 
Kolonien in einer Petrischale. Dies hangt damit zusammen, dab die 
Hyphen im Boden kein homogenes Nahrsubstrat vorfinden und daher 
mehr oder weniger lockere Mycelien ausbilden. Ferner kommen oft ver- 
schiedene Pilze vergesellschaftet vor, so daB sich auch auf der Agardecke 
die Wachstumsbereiche verschiedener Sporentrager haufig tiberschneiden. 
Die Abgrenzung und Auszahlung solch lockerer Kolonien kann deshalb 
nur unter dem Mikroskop vorgenommen werden. Das Auftreten von 
mehreren Sporentragern einer Gattung bzw. Art innerhalb eines ab- 
gegrenzten Bereiches auf der Agardecke liBt sich gut als Kolonie be- 
schreiben; traten dagegen die Sporentrager vereinzelt auf, so wurde 
dieses zerstreute Vorkommen besonders aufgefiihrt und im Gegensatz 
zur Kolonie (k) mit einem s (solus) bezeichnet, um ein méglichst differen- 
ziertes Ergebnis zu erhalten. 

Die Pilze, die sich bei diesem Verfahren durch die Anwendung des 
Nahrbodens bevorzugt entwickeln, werden nicht véllig von den fungi- 
statischen Faktoren im Boden und der Konkurrenz der gesamten 
Mikroflora getrennt; es darf daher angenommen werden, daB vor allem 
die im Boden wachsenden und sich dort durchsetzenden Pilze auch auf 
der Agardecke erscheinen. Diese Annahme wurde durch folgenden Ver- 
such gestiitzt: Die Strukturproben wurden vor dem Bespriihen mikro- 
skopiert und an den Punkten, an denen Hyphen beobachtet wurden, mit 
sterilisierten Glasstéibchen markiert. Es zeigte sich spater, daB sich an 
diesen Stellen in itber 90°/, aller Fille auch Pilzkolonien auf der Agar- 
decke entwickelt hatten. Es gelingt mit diesem Verfahren also, die im 
Boden aktiven Pilze in die Isolierung einzubeziehen. 
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Tsolierungsbeispiel 

Das vorlaufige Ergebnis einer solchen Isolierung zeigt Tab.1, in der 
das Gesamtvorkommen der gefundenen Pilze (k + s) sowie die Pilz- 
haufigkeit beider Wachstumsarten (k, s) auf der Agardecke aufgefiihrt 
ist. Die Pilzhaufigkeit (Prozentsatz der Proben eines Bodens, in denen 
die Gattung bzw. Art auftritt) ist zwar kein sehr genauer MaBstab, er 
ist jedoch den verhaltnismaBig groBen Schwankungen der mittleren 
Fehler von (k +s), die eine hohe Genauigkeit nicht erwarten lassen, 
angepaBt. Man erhalt aber im Zusammenhang mit dem Gesamtvor- 
kommen doch ein Bild von der Verteilung und Besiedlungsdichte der 
Bodenpilzflora wie z.B. bei Fusarium. 

Scharfer als die quantitativen Abstufungen treten die qualitativen 
Unterschiede hervor. Unter gleichen Bodenbildungsbedingungen ist die 
Verschiedenartigkeit der Pilzflora bei unmittelbar aneinander angrenzen- 
dem Wald, Grasrain und Weizenfeld deutlich erkennbar, namentlich die 
Reichhaltigkeit der Pilzflora des Waldbodens im Gegensatz zu derjenigen 
des Weizenfeldes. Dieses Ergebnis war gut reproduzierbar, ebenso die 
vom Wald abweichende Pilzflora des Grasraines. 

Um bei der Probenahme méglichen Luftkeim-Infektionen sowie 
einem nachtraglichen Feuchtigkeitsverlust entgegenzuwirken, wurden 
die frisch entnommenen Kastchenproben in Kunststoffbeutel verpackt. 
Nach den bisherigen Beobachtungen scheinen Infektionen aus der Luft 
auf der Agardecke jedoch nicht haufig aufzutreten. Infolge des direk- 
ten Aufspriihens des Nahrbodens steht die Agardecke mit der Boden- 
oberflache in engem Kontakt, so daf anzunehmen ist, daB sich fungi- 
statische Einfliisse des Bodens auch dem aufgespriihten Nahrboden 
mitteilen (Dopss u. Hinson 1953). Fiir diese Annahme sprach auch die 
Tatsache, daB z.B. Penicilliwm-Arten, die haufig als Infektionen aus 
der Luft auftreten, nur in bestimmten Boden bzw. unter bestimmter 
Vegetation mit der neuen Methode isoliert werden konnten; z.B. wurden 
von einem vegetationslos gehaltenen Boden im Verlauf mehrerer Isolie- 
rungen wahrend der Vegetationsperiode nie Penicillien erhalten. 


Vergleich mit dem PlattenguBverfahren 

Die oben beschriebene Methode wurde mit dem PlattenguBverfahren 
verglichen. Bei mehreren Vergleichen, bei denen das gleiche Nahrmedium 
fiir beide Methoden verwendet wurde, ergab das Agarspriihverfahren fast 
immer mehr Pilzgattungen als das PlattenguBverfahren; zum Teil traten 
bei beiden Verfahren auch verschiedene Pilze auf. Coemansia-Arten 
konnten z. B. von den Agardecken haufig isoliert werden, beim Platten- 
guBverfahren wurden sie dagegen nie gefunden. Ebenso war das Zahlen- 
verhaltnis der Isolierungen zueinander beim Plattengufverfahren ver- 
schieden von dem der mit Nahrboden iibersprithten Strukturproben. 
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Die Verschiedenheit dieser Ergebnisse ist durch die unterschiedlichen 
Voraussetzungen zu erklaren, die beiden Methoden zugrunde liegen. Der 
beim PlattenguBverfahren die Bodenprobe dispergierende Schiittelvor- 
gang zerreiBt die Pilzhyphen weitgehend und scheint dabei auch grobe 
und feine Hyphen verschieden stark zu beanspruchen. Auf diese Weise 
entstehen viele unterschiedlich groBe Fragmente, bei denen es zweifelhaft 
ist, ob alle Bruchstticke regenerationsfaihig bleiben. Daraus ergibt sich 
bei dieser Methode eine ganz andere Grundlage fiir die quantitative Aus- 
wertung als beim Agarspriihverfahren, das die Struktur des Bodens und 
den Zusammenhalt der Pilzthalli kaum stért. So konnte Hack (1957) 
einige Bodenpilze, die in einem Agarfilm auf Objekttragern im Boden 
kultiviert wurden, mit dem PlattenguBverfahren erst haufiger riick- 
isolieren, nachdem die Sporenbildung eingesetzt hatte; die Koloniezahlen 
auf den Platten ergaben hier keinen MaBstab fiir den Grad der Mycel- 
entwicklung im Boden. 

Die Vergleichbarkeit der beiden Methoden wird ferner auch durch die 
Konkurrenz der auf den Platten heranwachsenden Kolonien begrenzt, 
durch die viele lebensfaihige Keime unterdriickt werden. Die Kolonie- 
zahlen nehmen nicht proportional mit dem Ansteigen der Verdiinnungs- 
stufe ab, wie es theoretisch zu erwarten ware, sondern man beobachtet 
eine Verzogerung der Keimzahlverringerung, die bei der Bestimmung des 
Keimgehaltes eines Bodens fiir jede Verdiinnungsstufe einen anderen 
Wert ergibt. MErKLEJOHN (1957) fiihrte diese Erscheinung vor allem auf 
die Konkurrenzwirkung der sich entwickelnden Kolonien und auf eine 
mégliche, bei steigender Verdiinnung nachlassende Hemmwirkung der 
urspriinglichen Bodensuspension zuriick. Fiir diese Hemmung der 
Kolonieentwicklung infolge gegenseitiger Konkurrenz spricht die Tat- 
sache, daB sich durch den Zusatz eines Bakterienhemmstoffes die Bak- 
terienkonkurrenz weitgehend ausschalten und dadurch die Zahl der Pilz- 
kolonien erhéhen 1a8t (WaKsMAN 1922, Smrru u. Dawson 1944, MILLER 
u. WEBB 1954), erhalten bleibt jedoch noch die gegenseitige Konkurrenz- 
wirkung der Pilzkolonien untereinander. Dieser Konkurrenzeffekt scheint 
sich bei jeder Verdiinnungsstufe mit der Anderung der Koloniezahl eben- 
falls zu verandern und sich dabei unterschiedlich auf die einzelnen Pilz- 
gattungen und -arten auszuwirken. Dies ist moglicherweise der Grund 
dafiir, daB das Zahlenverhaltnis der verschiedenen Pilze zueinander von 
Verdiinnungsstufe zu Verdiinnungsstufe schwankt. Aus Tab. 2, in der Er- 
gebnisse von zwei Verdiinnungsstufen des PlattenguBverfahrens wieder- 
gegeben sind, geht hervor, da sich die Koloniezahlen einiger Pilz- 
gattungen nicht im gleichen Verhaltnis wie die Gesamtkoloniezahl 
dndern sondern sich recht unterschiedlich verhalten. Da man bei Ver- 
diinnungsstufe I theoretisch eine zehnfach héhere Koloniezahl als 
bei Verdiinnungsstufe II erwarten miiBte, 14Bt sich das Ausma der 


232 H. L. Scumipt: 


hemmenden Konkurrenzwirkung bei Verdiinnung I gegentiber Ver- 
diinnung II errechnen. 

In noch geringeren Verdiinnungsstufen (1:200) konnten die Kolonien 
infolge der dichten Besiedlung der Platten nicht mehr genau ausgezahlt 
werden, doch mu8 angenommen werden, daB der Konkurrenzeffekt in — 
diesem Falle die Zusammensetzung der schlieBlich auftretenden Pilz- 
kolonien besonders stark beeinfluBt. Die quantitative Auswertung des 


Tabelle 2. Verteilung einiger Pilzgattungen auf zwei einander folgenden 
Verdiinnungsstufen bet einem Plattenguf. 
(Mittelwerte aus 6 Parallelen), (Wiirze-Nahrboden + Bengalrosazusatz). 
Ausgangsmaterial: 50 g naturfeuchter Waldboden 


i, ee 4 Gesamtzahl der 
Penicillium Absidia |Trichoderma| Mortierella Pilzkalonion 
VerdiinnungI . . . . {10,0 + 1,3} 7,0 + 1,0) 1,1 + 0,3) 0,38 + — 71 + 2,7 
(1: 2000) | | | és 
Verdiinnung IT... . 5,0 + 0,9} 2,1 + 0,5) 1,1 + 0,3) 0,1 +—/} 13+1,8 
(1 : 20000) 
Prozentsatz der bei I ge- 
hemmten Kolonien 80°/, 67°/, 90°/, (ae 45°/, 
(errechnet) 


PlattenguBverfahrens erfordert zwar eine Verdiinnungsstufe der Boden- 
suspension, die eine mittlere, auszihlbare Besiedlungsdichte ergibt (z. B. 
1:500 bis 1:2000 nach WaksMAN 1922). Es zeigt sich jedoch, daB die Pilz- 
zusammensetzung auch in diesen Verdiinnungsstufen infolge der unter- 
schiedlichen Konkurrenzempfindlichkeit beeinfluBt wird. In quantitativer 
Hinsicht wird die Vergleichbarkeit der beiden Methoden ferner noch 
durch die unterschiedliche Bezugsgr6Be eingeschrankt: Beim PlattenguB- 
verfahren werden die Pilzzahlen je Gewichtseinheit Boden (iiblicherweise 
fiir 1 g) angegeben, wahrend die oben beschriebene Methode die Ober- 
fliche und die natiirliche Struktur des Bodens beriicksichtigt. Gerade 
letztere ist fiir das Mikroorganismenleben, das sich in den Bodenhohl- 
raumen abspielt, von gréBerer Bedeutung. 

Kin Vergleich von direkter und indirekter Isolierungsmethode ist daher 
wegen der Verschiedenartigkeit der Isolierungsbedingungen kaum még- 
lich, denn das Pilzwachstum auf der Agardecke, die mit dem natiirlichen 
Substrat Boden in engem Kontakt steht, kommt unter natiirlicheren 
Voraussetzungen zustande als die Population auf der Petrischale. 


Zusammenfassung 
Ks wird fiir die Ermittlung der natiirlichen Vergesellschaftung der Pilz- 
flora im Boden und fiir ihre unmittelbare Isolierung ein Verfahren an- 
gegeben, bei dem die Struktur des Bodens und die im Boden lebenden 
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Pilzthalli weitgehend erhalten bleiben. Die Oberflache von Struktur- 
proben wird in naturfeuchtem Zustand mit einem Nahrboden tiberspriiht, 
so da auf der Bodenoberflaiche eine diinne, geschlossene Agardecke ent- 
steht. Die Hyphen im Boden durchwachsen diese Nahrbodenschicht und 
bilden auf ihrer Oberseite Sporentrager aus. Auf diese Weise entsteht ein 
Bild der natiirlichen Pilzbesiedlung des Bodens, das die Zusammen- 
setzung der Bodenpilzflora unmittelbarer wiedergibt als das PlattenguB- 
verfahren. Gegeniiber anderen direkten Isolierungsmethoden bringt das 
neue Verfahren die Pilzflora eines gréBeren Bodenausschnittes zur Ent- 
wicklung. 


Die Arbeit wurde im Rahmen eines Forschungsauftrages der Deutschen For- 
schungsgemeinschaft durchgefiihrt. 
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(Aus dem Hygiene-Institut der Friedrich-Schiller-Universitat Jena) 


Uber ein symbiotisches Phanomen 
zwischen ammonverarbeitenden Darmbakterien 
und einem apathogenen gramnegativen Bakterium 
in synthetischer Nahrlosung 


Von 
K. LINDE 


Mit 2 Textabbildungen 
(Hingegangen am 8. August 1958) 


Bei Kulturversuchen mit Mikroorganismen in solchen synthetischen 
Nahrlosungen, die aus reinen Kohlenhydraten und Salzen bestehen, werden 
viele Bakterienarten gut gedeihen, wihrend andere nur ein schlechtes 
oder gar kein Wachstum zeigen. Die Ursache liegt in verschieden starkem 
Wuchs- bzw. Wirkstoffbedarf, den die einzelnen Mikroorganismen zu 
ihrem Gedeihen benétigen. Anders ausgedriickt: Die Fahigkeit zum 
Wachstum liegt im Synthesevermégen der vermutlich fiir alle Organis- 
men bendtigten Wuchsstoffe, das mit den verschiedenen Keimarten 
variiert (NIELS-NIELSEN 1945). 


In synthetischen Nahrlésungen laBt sich der Wuchsstoffbedarf anspruchsvoller 
Keime exakt bestimmen, beispielsweise bei den Milchsiurebakterien, deren Wuchs- 
stoffbedarf an Vitaminen und Aminosauren gut bekannt ist (HENDERSON u. SNELL 
1948). Ebenso wie die Wuchsstoffe sich als notwendige chemische Substrate erwei- 
sen, lassen sich alle symbiotischen Phainomene der Organismen untereinander auf 
die gegenseitige Belieferung mit Wirkstoffen in einem Mangelmedium zuriickfiihren. 
Nurmrkko (1956) konnte dies experimentell veranschaulichen und bewies, daB alle 
symbiotischen Phanomene auf chemische Faktoren zuriickzufiihren sind. 

Symbiotischen Wechselwirkungen diirfte in der Natur eine grofe Bedeutung 
zukommen, sowohl bei den Mikroorganismen untereinander als auch zwischen 
Mikroorganismen und hoher organisiertem Leben. Naturgemaf sind die Symbiosen — 
letzterer Art besser erforscht und bekannt. Als Beispiel seien die Beziehungen der 
Rhizobien mit den Leguminosen und das Zusammenleben von Pilzen mit den 
Wurzeln hoherer Pflanzen in Form der Mycorrhiza erwaihnt. Ebenso ist die extreme 
Abhangigkeit gewisser Arthropoden von speziellen Bakterien bekannt, die erst diesen 
Insekten ihr Nahrungsspezialistentum erméglichen. Eine orientierende Ubersicht 
liber die Gemeinschaft zwischen Pflanze, Tier, Mensch und Einzeller gab kiirzlich 
GERMER (1957). 


Ks ist Zweck vorliegender Arbeit, einen Beitrag zur Symbiose der 
Bakterien untereinander zu leisten. 

Bei Adaptationsversuchen in 1°/jiger Koser-Saccharose-Lésung be- 
stehend aus: 1,0g NH,H,PO, + 1,0g K,HPO, + 5,0g NaCl + 0,2¢ MgSO, 
(7 H,O) + 1000 cm* Aqua dest. (in Anlehnung an die Hunger-Nahrbéden 
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nach Hown u. HERRMANN) mit unserem Labor-Paratyphus B-Stamm 
(Saccharose-positive Salmonellen der Literatur) war in tiber 200 Passagen 
keine Ausnutzung von Saccharose zu erreichen. Die Kulturen erreichten 
unabhangig vom Kohlenhydratgehalt nur eine schwache Opalescenz. 
Als Nebenbefund trat parallel einmal bei der 120. und bei der etwa 
200. Passage eine langsam zunehmende Eintriibung der Kulturen auf. 
Nach 4 Wochen Bebriitung bei Zimmertemperatur wurde eine maximale 
Triibung erreicht, die sich in ihrer Intensitat nicht von der Triibung 
einer Coli-Communior-Kul- 
tur unterschied (Abb. 1). 
Diese Triibung  resul- 
tierte aus zwei Keimen, den 
Paratyphus  B-Bakterien 
(Salmonella paratyphi B), 
als ,,B‘‘ bezeichnet, und 
einem als ,,X‘* bezeichneten 
Stamm, der vermutlich als 


Verunreiniger auftrat und Abb. 1. Kulturen in 1%iger Koser-Saccharose-Lisung nach 
bisl s} icht n vier Wochen Bebriitung bei Zimmertemperatur. Von links 
islang noch nicht genau pach rechts: B+X (S), B+X (RK), B, X (S), X (R) 


identifiziert werden konnte. 

Die Ausimpfung aus der Triibung ergab nach 24 Std auf Blut- und 
Agarplatten grobe B-Salmonellen-Kolonien und kleine X-Kolonien, die 
nach 48 Std bzw. weiterer Bebriitung zur normalen Bakterienkolonien- 
gréBe heranwuchsen?. 

Der X-Stamm spaltete sich im Laufe der Passagen tiber gewohnliche 
Blut- und Agarplatten in zwei Kolonieformen auf, die als Rauhform-X 
(R) baw. als Glattform-Kolonie X (8) anzusprechen waren. Der X-Stamm 
zeigte in Koser-Dextrose bzw. Koser-Saccharose keine nennenswerte 
Keimvermehrung (Triibung) und stellte bei fortlaufenden Passagen in 
diesem synthetischen Substrat bald das Wachstum ein. 

Da bei gemeinsamer Kultivierung eine langsame Hintriibung erfolgte 
und die fortlaufende Kultivierung unbegrenzt fortgesetzt werden konnte, 
handelte es sich hier offenbar um ein symbiotisches Phinomen. BRAUN 
(1953) fordert als Zeichen einer echten Vermehrung ein gleichbleibendes 
Wachstum iiber mindestens fiinf Passagen in gleichem Nahrboden, um 
eingeschlepptes organisches Spurenmaterial auszuschalten. Diese Forde- 
rung wurde durch die fortlaufende unbegrenzte Kultivierung erfillt. 

Mit anderen Worten: In einem synthetischen Substrat, welches 
keinem der beiden Keime ein alleiniges echtes Wachstum ermdglichte, 


1 Die Einzell-Kulturen von B und X wurden dankenswerter Weise von Herrn 
Dr. U. Tauseneck, Institut fiir Mikrobiologie und experimentelle Therapie der 
Deutschen Akademie der Wissenschaften zu Berlin, Jena, BeuthenbergstraBe 11, 
durchgefihrt. 
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gelangte die Mischkultur zu einer echten Vermehrung bei Saccharose als 
Kohlenstoffquelle. 

Bei schwacher Beimpfung der Koser-Saccharose-Lésung mit reinen 
Stéimmen bzw. Mischkulturen, von Agarnihrbéden ausgehend, ergaben 
sich nach 28tagiger Bebriitung der 300 cm’-Kélbchen bei Zimmertem- 
peratur und anschlieBender Ausspatelung auf Blutagarplatten folgende 
ungefihre Endzahlen des Kein:gehaltes je Milliliter (vgl. auch Abb. 1): 
X (rauh= Rk) X(glatt—S) B B+ X (Rk) B+ X (8) Keimzahl/ml 

54 56 33 216B/469X(R) 204B/434.X(S) 2 - 108 
Wurde das Symbiose-System von Hungerkulturen ausgehend angesetzt, 
so anderten sich nur die Werte der X-Reinkulturen, die dann eine Keimzahl 
von 25:2-10°/ml nicht tiberschritten. 

Bei der versuchten Identifizierung des X-Stammes nach BeRGEY ergaben sich 
nachstehende Daten: Es handelte sich um gramnegative Stabchen, die als kokkoide 
bis leichtfadige Gebilde auftraten. Die Beweglichkeit wurde durch vier bis sechs 
lophotriche GeiBeln erméglicht!. Der Keim war obligater Aerobier, wuchs auf 
Blut- und Agarplatte als graue, mattglanzende Kolonie mit rauher bzw. bei X (8) 
mit glatter Oberflache. Nach mehr als 48 Std Bebriitung auf obengenannten Nahr- 
béden fiel stechender ammoniakalischer Geruch auf. 

Die ,,Bunte Reihe*“ mit den verschiedensten Zuckern zeigte ein leicht alkali- 
sierendes Wachstum. Lackmusmilch: Peptonisierung, Reduktion. Methylenblau- 
milch: Peptonisierung, Gerinnung, Reduktion bis 1:1000. Keine H,S-Bildung in 
organischen Nahrbéden, Indol negativ. Gelatine wurde langsam von oben beginnend 
und nach unten fortschreitend verfliissigt; Wachstum bis 4°/, Kochsalz. Nitrat- und 
Nitrit-Reduktion, sowie Oxydation von Ammoniumnitrit war nicht nachweisbar. 
Autotrophes Wachstum bei alleinigem Vorkommen von Ammonium- bzw. Nitrit 
entfallt. Koser-Dextrose-Substrat ohne Ammonium negativ, Pigmentbildung lieS 
sich nicht nachweisen. 

Die quantitative Zuckeranalyse fir Dextrose und Saccharose ergab 
eindeutigen, wenn auch langsamen Abbau der untersuchten Zucker?. Die 
aus den Protokollen ersichtlichen Werte schwankten ein wenig, was ver- 
mutlich mit den verschiedenen Trypsin-Bouillon-Chargen zusammen- 
hing, die verwendet wurden. 

Der Zucker wurde vor Inversion oder nach Inversion quantitativ tiber 
Kupferoxydul bestimmt. Verwendet und ausgewertet wurden nur solche © 
Trypsin-Bouillon-Chargen, bei denen die Kupferoxydul-Ausfaillung zum 
Zwecke der Zuckerbestimmung ohne vorherige Bleiacetat-Behandlung 
gelang. Dadurch differieren die einzelnen Trypsin-Chargen in ihrem Anteil 
an fiir die Keime verwertbarem organischen Material. (Unter den nachfo!- 
gend beschriebenen Versuchsbedingungen waren bei notwendiger Blei- 
acetat-Behandlung bei den bewachsenen Kulturen von X (R) und X (8) 
teilweise keine Zucker mehr nachweisbar.) 

} Die Geifelfarbung und Mikro-Photographien verdanke ich Herrn Oberarzt 
Dr. med. habil. Dr. rer. nat. KOHLER, Rostock. 


* Die Zuckerbestimmung wurde von Herrn Dr. HApicKs, Institut fiir Arznei- 
mittelforschung, Jena, iibernommen. 
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Protokolle 


Wenn keine anderen Zeiten angegeben sind, bezieht sich die Bestim- 
mung des Dextrose- bzw. Saccharose-Schwundes in der Trypsin- Bouillon 
auf eine 8—14tiagige Bebriitungszeit bei Zimmertemperatur. 


Protokoll I, 20. 12. 1956 


T 1658 unbeimpft 0,53°/, Dextrose 
T 1659 Paratyph. B 0,15°/, Dextrose 
T 1660 B + X (R) 0,16°/, Dextrose 


Protokoll II, 16. 6. 1956 


T 792 unbeimpft 0,52°/, Dextrose 
T 795 X (Rf) 0,29°/, Dextrose 
T 798 unbeimpft 0,53°/, Sacch. 
SP TASS) 2 (a) 0,18°/) Sacch. 


T 1661 X (R) 0,09°/, Dextrose 
T 1663 X (R) 0,04°/, Dextrose 


Protokoll III, 8. 11. 1956 
T 1377 unbeimpft 0,44°/, Saccharose 


Protokoll IV, 9. 8. 1956 


Zuckermenge 0,5 °/) Sacch. 


T 1388 X (R) 0,279/, Saccharose TT 985 12 Std X (R) 0,48°/) Sacch. 
T 1382 X (S) 0,24°/, Saccharose T 925 48 Std X (R) 0,23°/, Sacch. 
T 962 72 Std X (R) 0,14°/, Sacch. 


T 963 4Tg X (R) 0,09°/, Sacch. 
T924 6Tg X(R) @ 
T986 8Tg X (Rk) @ 


(T 1658 bzw. fortlaufende Zahlen = Registrier-Nummer fiir die Zuckeranalysen) 


In Trypsin-Bouillon spalteten die X-Reinkulturen, wie aus Protokoll I ersichtlich 
ist, Dextrose stiarker als die Para-B- bzw. Mischkultur. Die intensive Sauerung des 
Kulturmediums durch den Salmonellenkeim fiihrte zu einem Erliegen des Stoff- 
wechsels. Die leicht alkalisch wachsenden X-Reinkulturen erfuhren diese Beein- 
flussung des Stoffwechsels nicht. 

Mit der Feststellung der Saccharose-Spaltung durch den Stamm X konnte als 
erwiesen gelten, daB die X-Keimart die langsame Kohlenhydrat-Zerlegung tiber- 
nahm, wohingegen die Paratyphus B-Bakterien ein Substrat liefern muften, 
welches dem X-Stamm die Spaltung des Zuckers und damit fiir beide Keime die 
Vermehrung ermdglichte. Zur Erlauterung werden die Werte der Zuckeranalysen 
vom symbiotischen System und der Reinkulturen in Koser-Saccharose-Lésung nach- 
folgend aufgefiihrt: 


Bebriitungsdauer: Vier Wochen bei Zimmertemperatur. 


Protokoll VII, 29. 3. 1956 
T 359 unbeimpft 0,24°/, Sacch. 


Protokoll VI, 7. 5. 1956 


T 567 unbeimpft 1,2 9/, Sacch- 


T 566 X (R) 1,1 °/, Sacch. T 360 unbeimpft 0,24°/, Sacch. 
T 568 S. Breslau+ X(R) 0,89°/) Sacch. T 350 X (R) 0,24°/, Sacch. 
T 569 B+ X (R) 0,79°/, Sacch. W352 xX, (2) 0,24°/, Sacch. 

T 353 B 0,24°/, Sacch. 


T 352 B+ X (R) 0,08°/, Sacch. 
T 354 8. Breslaw+ X(R) 0,07°/, Sacch. 
T 355 B+ X (Rh) 0,09°/, Sacch. 


Die Salmonellen- und X-Reinkulturen lieBen keinen Kohlenhydratschwund 
erkennen, wahrend die symbiotischen Mischkulturen eindeutigen Zuckerabbau 


ergaben. 
ila 
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Versuchsreihen, die ein halbes Jahr bei Zimmertemperatur standen, ergaben 
folgende Werte: 


Protokoll VIII, 8. 12. 1956 Protokoll IX, 8. 12. 1956 

T 1534 unbeimpft 1,52°/, Sacch. 11551 unbeimpft 0,42°/) Sacch. 
T 1535 X (R) 1,46°/, Sacch. T1552 B 0,42°/, Sacch. 
T 1542 S. Anatum-+ X(R) 0,35°/, Sacch. T 1572 X (R) 0,36°/, Sacch. 
T 1543 B+ X (R) 0,339/, Sacch, T1573 B+ X(R) o 

T 1544 B+ X (R) 0,06°/, Sacch. 


Protokoll X, 17. 12. 1956 


T1613 B 0,39°9/, Sacch. 
T 1614 X (R) 0,35°/, Sacch. 
T 1615 X (R) 0,39°/, Sacch. 
T16146B+X(R) @ 


Aus den Protokollen ist ersichtlich, daB im synthetischen Substrat von einer 
Saccharose-Spaltung nur im symbiotischen System gesprochen werden kann, die 
ihren Ausdruck in der zunehmenden Triibung findet. Eine Saccharose-Spaltung 
durch den X-Stamm fand in sicher erkennbaren GréBenordnungen im syntheti- 
schen Substrat nicht statt. Die Protokolle VIII, [X und X zeigen nach einem halben 
Jahr einen minimalen Zuckerschwund. Die Lésungen der lebenden Reinkulturen 
waren deutlich opalisierend, was minimales Wachstum bedeuten kénnte, aber auch 
der gewissen Einengung durch Verdunstung zugeordnet werden kann. 


Eine giinstiger eingestellte Salzlésung, wie sie von HENDERSON u. 
SNELL (1948) fiir Milchsiurebakterien angegeben wurde (ohne Natrium- 
citrat), anderte nichts am Verhalten der X-Staémme in bezug auf Wachs- 
tum und Zuckerspaltung in diesem Substrat. 

Da im organischen Substrat eine Zuckerspaltung durch den 
X-Stamm sowohl von Dextrose als auch Saccharose zu ermitteln war, 


wurden der Orientierung halber die pg-Werte von Rein- und Misch- 
kulturen gemessen. 


Tabelle 1. Peptonwasser mit Bromthymolblau und Zucker. pa-Wert nach vier Wochen 


ohne Dextrose | Dextrose | Dextrose Sac- Sac- Sac- 

perce : charose | charose | charose 
5°/o 10% 1% 10°/o 
Para B 7,2 5,5 5,0 5,0 7,2 7,2 7,2 
Para B -+- X 7,2 5,5 5,0 5,0 7,2 7,0 6,9 
X (R); X (8) 7,2 7,0 6,5 6,0 7,2 “(i | vast 
Coli communior oe 7,0 5,5 5,5 6,0 5,5 5,5 
steril 6,8 6,5 6,5 6,2 6,8 6,8 6,8 


Beimpfte, bei Zimmertemperatur bebriitete 19/,ige Peptonlésungen 
mit Bromthymolblau und verschiedenen Zuckerkonzentrationen wurden 


nach 4 Wochen mit Indicatorpapier gepriift (Indikal pg Papier, VEB 
Berlin-Chemie) ; vgl. Tab. 1. 
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Die px-Verschiebung von 1°/,igem Peptonwasser und Fleischbouillon 
mit 1°/, Pepton, bei jeweils 1°/, Kohlenhydratgehalt in Abhangigkeit 
von der Zeit, veranschaulicht Tab. 2. 

Daraus ist ersichtlich, daB der X-Stamm keine Tendenz zur py-Ver- 
schiebung nach der sauren Seite im organischen Milieu besitzt. Die Misch- 
kultur ergab im orientierenden Versuch bei Saccharose ein analoges Bild. 


Tabelle 2 

Tage| X(R) X(5) BBE CR) kB ex (S) opts steril 

4 7,8 7,8 4,3 4,3 4,3 4,3 7,5 & 

HOSE S81 8,1 4,3 4,3 4,3 4,3 Fal ehusetwihe 95 
14 | 84 8,4 4,4 4,4 4,3 44 7,5 H | 3s 
20 | 8,5 8,5 4,4 4,4 4,3 4,4 Toa te ew 
4 | 1,8 7,8 7,8 7,8 7,8 5,5 7,6 | 2 2 
10 | 8,4 8,4 8,2 8,4 8,4 5,5 FBS clone 
14) 8A 8,4 8,2 8,4 8,4 5,5 7 Oa ies 
20 | 8,5 8,5 8,2 8,5 8,5 5,5 76 | 3 

el 78 7,8 5,0 5,0 5,0 4,6 7,2.) = 

10 | 8,5 8,5 4,6 4,6 4,6 4,6 7,2 v 

POLS '7 8,7 4,6 4,6 4,6 4,6 7,2 R | Be 
20 | 8,7 8,7 4,6 4,6 4,6 4,6 Terra atlases, 

Rep 
kg 

seth 07,8 7,8 7,8 7,8 7,8 5,2 75-\e | $B 
10 | 8,5 8,5 8,0 8,5 8,5 5,2 7,5 |8| 88 
14.2 87 8,7 8,1 8,7 8,7 5,2 Fibee bei 

20 | 8,7 8,7 8,1 8,7 8,7 5,2 WGames 


Trotz sicherem Zuckerabbau anderte sich der py-Wert eher nach der 
alkalischen Seite. Im synthetischen Koser-Substrat mit Saccharose kam 
die Tendenz zur Alkalisierung durch den X-Stamm in Fortfall und. ent- 
sprechend der Triibungsdichte trat eine langsam zunehmende Sauerung 
der symbiotischen Kultur ein. Unter giinstigen Bedingungen konnte der 
pu-Wert in der symbiotischen Kultur unter px 6,0 absinken. Abb.2 
orientiert tiber den px-Abfall in der Zeiteinheit. 

Obwohl die fortlaufende Kultivierung fiir ein echtes symbiotisches 
Phanomen sprach (Vermehrung), galt es die Frage zu beantworten, 
inwieweit dieser Wuchseffekt bereits mit geringen Mengen des abgeto- 
teten Partners erfolgte. Koser-Saccharose-Lésung wurde mit Salmonel- 
len- bzw. X-Reinkulturen beimpft. Nach 24 Std Bebriitung bei 37° 
erfolgte Hitzeabtotung, Einimpfung des jeweiligen Symbionten und 
Bebriitung bei Zimmertemperatur fiir 4 Wochen: Es fand keine Kin- 
triibung statt, was beweist, daB die Spuren organischen Materials, die 
bei Einimpfung in die Kulturlésungen gelangten, nicht fiir den symbio- 
tischen Effekt verantwortlich zu machen waren. Die Frage, ob die 
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Wirkstoffe hitzeempfindlich sind bzw. die Zusatzstoffe gréBere Werte 
erreichen miissen, bleibt damit allerdings offen. 

Als nachstes wurde zu klaren versucht, welche Keimarten mit X (2) 
bzw. X (8) im Koser-Substrat ein symbiotisches Phanomen zeigen 
konnten. In diesem Versuch wurde das symbiotische System mit den 
unten angegebenen Stémmen angesetzt. Unsere Laborstémme wurden 
ohne besondere Auswahl daraufhin gepriift, ob die Keime in bezug 
auf ihren Wuchsstoffbedarf mehr oder weniger anspruchsvoll sind. 
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Abb. 2. Anderungen des pqg-Wertes bei der symbiotischen Kultur 


Samtliche Versuche erfolgten in 1°/,iger Koser-Saccharose-Lésung. Als Kontrolle 
diente die Reinkultur in Koser-Saccharose- und -Dextrose-Lésung. Nachfolgende 
Keimarten wurden fiir die Versuche herangezogen: 1. Streptokokken aller serologi- 
schen Gruppen und Salivarius-Stémme; 2. 15 aus Patientenmaterial isolierte 
Staphylokokken-Stamme; 3. Verschiedene Sarcinen; 4. Mikrokokken der Catar- 
rhalisgruppe; 5. Corynebakterien: Diphtherie-Bakterien vom Typ gravis, mitis, 
intermedius, sowie verschiedene Stémme apathogener Corynebakterien; 6. Myco- 
bakterien: Smegma-Bakterien, Trompeten-Bakterien, Schildkréten-Tbe., siurefeste 
Stabchen Sg 92, humane Tbhe., H 37 Rv, bovine Tuberkelbakterien; 7. Weiterhin 
wurden die verschiedensten Vertreter der pathogenen und apathogenen Darm- 
bakterien gepriift. 

Reproduzierbare Wuchseffekte und Weiterfiihrung in Passagen lieBen 
sich, soweit dies bislang zu wiberblicken war, nur mit ammonverarbeiten- 
den, sogenannten ,,ammonstarken‘‘ Darmbakterien erreichen, die in 
Reinkultur ein gutes Wachstum in Koser-Dextrose aufwiesen, denen 
jedoch die Fahigkeit, Disaccharide anzugreifen, fehlte. In diesem Rahmen — 
verdienen 'Typhusbakterien (Salmonella typhi) eine besondere Erwih- 
nung. Bekanntlich sind frisch isolierte Stamme ammonschwach. Diese - 
waren daher auBerstande, in Symbiose zu wachsen. 

Unser Laborstamm, der offenbar durch lange Naihrbodenpassagen tiber 
Blut- und Agarplatten seine urspriingliche Ammonschwiche teilweise 
kompensiert hat (Tryptophan-Bedarf) und in flissiger Koser-Dextrose 
ein langsames Wachstum zeigte, war zum symbiotischen, wenn auch 
schwachen Wachstum befihigt, d.h. das symbiotische Wachstum der 
Typhus-Stémme mit den X-Keimen lief der Fahigkeit der Typhus- 
Stiimme, in Koser-Dextrose-Lésung zu wachsen, parallel. 
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Die SchluBfolgerung, daB die Higenschaft, mit dem X-Stamm ein 
gemeinsames Wachstum zu zeigen, abhingig war von der Fahigkeit der 
Keime, bei vorhandener nutzbarer Kohlenstoffquelle Ammonium als 
Stickstoffquelle zu verwerten, ist jedoch nicht angingig. Das Unvermo- 
gen des X-Stammes, in einer Koser-Saccharose-Lésung in Reinkultur 
zu wachsen, wurde durch den ammonstarken Keim in einer bislang nicht 
naher definierten Form ausgeglichen. Ihrerseits profitierten die ammon- 
starken Keime von der Disaccharidspaltung des X-Stammes. Es versteht 
sich von selbst, daB die Fragestellung nur fiir solche Keime zutrifft, die 
bei vorhandener Ammonstarke auBerstande sind, Disaccharide zu ver- 
werten. 

Es hatte sich als zweckmaBig erwiesen, die beimpften Kulturen nach 
24stiindiger 37°-Bebriitung bei Zimmertemperatur weiter wachsen zu 
lassen. Daher war es notwendig, das Wachstumsoptimum zu ermitteln. 
Zu diesem Zweck wurden gleichzeitig mit derselben Keimaufschwem- 
mung gleichstark beimpfte Kulturen bei 37°, 30° und 22° und Zimmer- 
temperatur um einen durchschnittlichen Wert von 15° bebriitet. 

Das Wachstum, kenntlich an der zunehmenden Triibung, war bei 22° 
bzw. Temperaturen bis 30° von gleicher Intensitat. In jedem Falle ging 
die Eintriibung rascher und intensiver vor sich als bei Temperaturen 
um 37°. Die Tribung bei 22° bzw. 30° war in sich entsprechenden Zeit- 
spannen starker als im Brutschrank bei 37°. Obwohl die bei niedrigeren 
Temperaturen belassenen Kulturen nach 4 Wochen an Intensitat nur noch 
unmerklich zunahmen, vermochte die 37°-Kultur selbst bei Zeitspannen 
iiber 8 Wochen im Brutschrank diese Triibungsdichte nicht zu erreichen. 
Dies hinderte jedoch die aus dem Brutschrank herausgenommene 
Kultur nicht, die gleiche maximale Triibung bei weiterem Aufenthalt 
im Zimmer zu erlangen. Auffallend erschien die eigenartige Beobachtung, 
daB bei minimalen Einsaaten im Brutschrank bei 37° die Losungen 
unverandert klar blicben, obwohl Ausimpfungen lebensfahige B- und 
X-Keime zeigten. Die gleichstark beimpften Kulturen bei 22° bzw. 30° 
zeigten nach einer Verzdgerung von 4—8 Tagen eine kontinuierliche 
Eintriibung, die nach 4 Wochen die itibliche Triibungsdichte erreicht 
hatte. Die 37°-Kulturen waren nach dieser Zeit immer noch klar und erst 
nach Herausnahme aus dem Brutschrank und einer weiteren Latenz von 
10 und mehr Tagen begann eine nunmehrige kontinuierliche Eintriibung. 

Temperaturen unter 20° hatten entsprechend ihrem Temperaturwert 
einen entwicklungsverzogernden Hinflu8. Damit scheint das Temperatur- 
optimum um 22—30° zu liegen. Wie weit bei héheren Temperaturen 
Antibioseeffekte mitspielen kénnen, bleibt zur Zeit offen. Allgemein kann 
gesagt werden, daf unter gegebenen Bedingungen der Saccharose-Abbau 
durch den X-Stamm bei mittleren Temperaturen am giinstigsten verlauft. 
An Stelle von 1°/,iger Koser-Saccharose-Lésung konnte fiir die gesamte 


242 K.Liype: Symbiot.Phanomen zwischen ammonverarbeitenden Darmbakterien 


Versuchsanordnung ebenso 1°/,ige Koser-Lactose-Lésung verwendet 
werden. Bei Zuckerkonzentrationen unter 0,25°/, Saccharose bzw. 0,5°/g 
Lactose kam das Symbiosewachstum zum Erliegen. 

Die Frage nach der Bedeutung dieses symbiotischen Phanomens fir 
das Vorkommen dieser Keime in der AuBenwelt bleibt vorlaufig noch ~ 
unbeantwortet. 


Zusammenfassung 


Es wird ein gemeinsames Wachstum von ammonstarken monosaccha- 
ridspaltenden Darmbakterien mit einem nicht naher definierten gram- 
negativen Verunreinigungskeim in synthetischer 1°/,iger Koser-Saccha- 
rose-Lésung beschrieben. Da die fortlaufende Kultivierung unbegrenzt 
gelang, handelte es sich um eine echte Vermehrung, die keinem der 
beiden Keime in dieser Form als Reinkultur méglich war. Es werden 
Angaben tiber verschiedene Stoffwechselleistungen der Reinkulturen 
bzw. im symbiotischen System gegeben. 
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Chemische Ursachen einer Symbiose 
zwischen ammonverarbeitenden Darmbakterien 
mit einem unbekannten gramnegativen Baktertum 
in synthetischer Nahrloésung 


Von 
K. LINDE 


(Eingegangen am 8. August 1958) 


Die sténdige Symbiose zwischen ammonstarken Darmbakterien und 
einem als Verunreinigung aufgetretenen gramnegativen Staébchen in 
einer 1°, igen Kosar-Saccharose-Lésung, die keinem der beiden Keime 
in Reinkultur eine Vermehrung gestattete, konnte ihre Erklaérung in 
einem Wirkstoffeffekt finden. 

Nach Ruirrer (1954) sind zum Wachstum eines Keimes mehrere 
Faktoren notwendig: 1. eine Energiequelle, im allgemeinen vorzugsweise 
ein Kohlenhydrat; 2. eine Kohlenstoffquelle, um die C-haltigen Stoffe der 
Zelle aufzubauen; 3. eine Stickstoffquelle; 4. Mineralstoffe; 5. Vitamine 
und Wachstumsfaktoren, die zwar erforderlich sind, aber nicht in jedem 
Falle selbst synthetisiert werden konnen. 

Zwischen diesen Erfordernissen kommen Kombinationen vor, in dem 
Sinne, da® die Energiequelle (Zuckerabbau durch Garung und Oxyda- 
tion) auch zugleich als Kohlenstoffquelle dienen kann. In den zusammen- 
fassenden Darstellungen von ScHoPFER (1939) und JANKE (1939) werden 
die Fragen der Wirkstoffe anhand der umfangreichen Literatur ab- 
gehandelt. 

Fir die Bakterien sind von besonderer Bedeutung: a) die Vitamine, 
z. B. der B-Komplex, b) Phytergone wie Heteroauxin, Biotin, c) das 
Pyridinsystem: Nicotinsaure und deren Nucleotide, d) das Sulfhydril- 
system: Glutathion, e) Haminsysteme, f) Bakterienwuchsstoffe un- 
bekannter Zusammensetzung. 

ScHorFrer (1939) teilt die Wirkstoffe wie folgt ein: Pseudowuchsfaktoren 
mineralischer Natur, Wachstumsfaktoren vitaminischer Natur, die in den 
Stoffwechsel eingreifen, und Wuchsstoffe hormonartiger Natur wie Hetero- 
auxin, die fiir die Mikroorganismen aber von geringer Bedeutung sind. Ferner wird 
noch eine Gruppe spezifischer Nahrstoffe aufgestellt, das sind solche Substanzen, 


die in héheren Dosen wirken als die eigentlichen Wuchsfaktoren. Ein echter Wuchs- 
stoff muB8 organischer Natur sein und in kleinsten Dosen seine Wirkung 


entfalten. i wat : 
Selbst wenn das Wachstum einer Kultur nur von einer einzigen Bedingung 


abhangt, ohne die ein Wachstum nicht méglich ist, rechtfertigt sich die Annahme 
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eines Wachstumsfaktors (ScHOPFER). Dadurch, da die Wuchsstoffe bereits in 
geringen Spuren vollwirksam sind, kommt ihre Bedeutung im Sinne von Nahrstoffen 
in Fortfall. Dies ist verstandlich, denn bereits Gamma- und niedrigere Konzentra- 
tionen reichen zum Gedeihen einer Kultur aus. Die Aminosduren nehmen zwischen 
den eigentlichen Wuchsstoffen vitaminischer Natur und den reinen Nahrstoffen wie 
Kohlenhydrate eine gewisse Grenzstellung ein. Zum Beispiel kénnen in einem ~ 
Kulturmedium bei 0,1 y eines Wirkstoffes, 1 mg einer Aminoséure und 1 g Zucker 
ausreichende Ernahrungsbedingungen gegeben sein. In diesem Fall ist der Wirkstoff 
einwandfrei als Wuchsstoff anzusprechen, der Zucker als Nahrsubstrat, wahrend 
der spezifischen Aminosaure zwar die Rolle eines unerlaBlichen Faktors zum Ge- 
deihen der Kultur zukommt, die Tatsache aber nicht zu leugnen ist, daB sie als 
solche komplett in das Cytoplasma eingebaut wird. Die bendtigte Menge kénnte 
also als Kriterium zur Unterscheidung zwischen Wirkstoffen vitaminischer Natur 
und gewohnlichen Nahrsubstraten gelten. Unabhangig von diesen definitions- 
maBigen Uberlegungen ist, bei verlorener Synthesefahigkeit fiir gewisse Amino- 
sduren aus anorganischem Stickstoff oder auch organisch gebundenem Stickstoff, die 
benétigte Aminosiure wie ein Bakterienwuchsstoff zum Wachstum unerlaBlich, 
selbst wenn die erforderliche Konzentration gegeniiber den Vitaminen unvergleich- 
lich gréBer ist. Nach FInpEs (1935) und GLaDsTONE (1937) wird die unterste Grenze 
der Aminosiuren-Wirksamkeit allgemein bei Mol/1500, bei Methionin bis Mol/50000 
angegeben. Das sind umgerechnet Milligrammwerte. Die Aminosiuren werden 
als ,,Nahrstoffe mit spezifischer Wirkung“ bezeichnet. 


Von diesen Uberlegungen ausgehend war die Frage von Interesse, ob 
die Wirkstoffe in unserem Fall die Symbiose erméglichen. 


Untersuchungsmethoden 


Kleine Mengen organischen Materials in Form eingeimpfter Para- 
typhus B-Bakterien mit nachfolgender Abtétung durch Erhitzen zeigten 
keine das Wachstum stimulierende Wirkung. 

Wir priften ferner den Einflu8 steriler Kulturfiltrate von Paratyphus 
B-Bakterien (B) in Reinkultur oder in der Mischkultur von Para- 
typhus B- und X-Keimen (ein gramnegatives, noch nicht identifiziertes 
Staébchen, als Glatt- und Rauhform vorkommend — X (S); X (R) — 
auf ein wirksames Prinzip. Sowohl Koser-Dextrose- als auch Koser- 
Saccharose-Nahrlésungen wurden mit den angegebenen Keimen beimpft 
und wie folgt bebriitet : 


a) 1°/sige Koser-Saccharose-Lisung mit Paratyphus B-Bakterien 48 Std bei 37°; 
b) 1°/,ige Koser-Dextrose-Lésung mit Paratyphus B-Bakterien 24 Std bei 37°; 
c) 1°/,ige Koser-Dextrose-Lisung mit Paratyphus B-Bakterien 8 Tage bei Zimmer- 
temperatur unter fortlaufender Neutralisierung; d) 0,25°/,ige Koser-Dextrose- 
Lésung mit Paratyphus B-Bakterien 30 Tage bei Zimmertemperatur; End-px- 
Wert 4,4; die Keime waren abgestorben; e) 1°/)ige Koser-Saccharose-Lésung mit X- 
und B-Bakterien in Symbiose 30 Tage bei Zimmertemperatur. 

Die durch Sterilfiltration gewonnenen, auf py 7,2 eingestellten Kulturfliissig- 
keiten wurden wie folgt aufgeteilt und mit den X-Reinkulturen, Paratyphus B- 
Bakterien und der Mischkultur von Paratyphus B- und X-Bakterien beimpft. 

I. Unverindertes Sterilfiltrat. II. Unverindertes, auf 100° fiir 10 min erhitztes 
Sterilfiltrat. IN. Sterilfiltrat mit 1°/), Ammoniumphosphat, 1/9 Kaliumphosphat, 
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0,2°/o) Magnesiumsulfat und 1°/, Saccharose angereichert. IV. Nahrboden wie III, 
jedoch auf 100° fiir 10 min erhitzt. 


Die so angelegten Kulturen wurden bei Zimmertemperatur bebriitet und 
4 Wochen lang beobachtet. 


Ergebnisse 


In keiner der angegebenen Versuchsanordnungen war 
eine Vermehrungsbeeinflussung ftir die X-Reinkulturen 
nachweisbar. Die Symbiose triibte normal ein, bzw. die Paratyphus B- 
Keime vermehrten sich bei noch vorhandenen Dextrosemengen. Auf diese 
Weise erlangten wir keinen Aufschlu8 tiber die Wirkungsweise des 
symbiotischen Systems. 

Weitere Versuche erfolgten in Anlehnung an den bekannten Wuchs- 
stoffbedarf der Milchséurebakterien. Wir priiften die verschiedensten 
Vitamine und Aminosauren, isoliert und in Kombination, auf ihren 
Wachstumseffekt. Fiir die Vitamine wurden die nach HENDERSON u. 
SNELL (1948) angegebenen Werte fiir Milchsaurebakterien in doppelter 
bis dreifacher Konzentration angewandt. Nach Koserr (1948) wirkt 
sich stark erhohter Vitaminzusatz unginstig auf das Wachstum der 
Kulturen aus. In seinen Versuchen zeigten Nicotinsdure oder Nicotin- 
amid bis 1 mg/ml keinen das Wachstum behindernden Effekt, jedoch 
konnten zunehmende Mengen bis 10 mg/ml das Wachstum vollstandig 
verhindern, unabhangig davon, ob die verschiedenen Keime das Vitamin 
als Wuchsstoff bendtigten oder nicht. Diese Erscheinung galt allerdings 
nur fiir synthetische Nahrlésungen aus Ammonphosphat, Glucose und 
Salzen, wohingegen der Zusatz von 0,1°/, Hefeextrakt den Hemmeffekt 
aufhob. Das Vitamin zeigte bei den Hemmwerten eine mehr als 1000 fache 
Konzentration der optimalen Wuchsstoffwerte. Obwohl die bei uns 
verwendeten Vitaminmengen nicht mit den von Kosrr ermittelten 
toxischen Dosen zu vergleichen waren, wurde bei jeder Priifung die sym- 
biotische Mischkultur X und B mitgetestet. Insgesamt wurden gepriift: 

Vitamin B,; Nicotinsiureamid; Vitamin B,; Vitamin B,,; Pantothensdure; 
Vitamin C (VEB ,,Jenapharm“, Jena?). — Vitamin B,; Biotin (Hoffmann-La Roche, 
Basel!). — Folsdiure (A. S. Serpens, Kopenhagen). — Paraaminobenzoesaure 
(VEB Berlin-Chemie). 

Die angefiihrten Vitamine wurden einer Koser-Lésung mit 1°/, Saccharose 
zugefiigt und das Nahrmedium steril filtriert. Nach Beimpfung mit X (R), X (S), 
B, B+ X (Rk), B+ X(S) erfolgte Bebriitung bei 22° bis zu 4 Wochen. 

Sowohl bei isolierter Testung der Vitamine als auch bei kombinier- 
tem Vitaminansatz war kein Wirkstoffeffekt nachzuweisen. Die 
Mischkulturen von B + X (R) und B + X (S) ergaben normales Wachs- 
tum. Vitamine als die eigentlichen Wuchsstoffe zeigten in dieser Versuchs- 


anordnung keinen Wuchsstoffeffekt. 


1 Die Versuchsmengen wurden uns von den beiden Firmen freundlicherweise zur 
Verfiigung gestellt, wofiir an dieser Stelle gedankt sei. 
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Da mit den eigentlichen Wuchsstoffen keine Wirkung zu erzielen war, 
wurden Aminosauren durchgetestet. Mikroorganismen bendtigen zum 
optimalen Wachstum keine hochmolekularen Eiweifkorper, sondern 
entwickeln sich mit einem entsprechenden Aminosiuregemisch ebenso- 
gut. Der Bedarf von essentiellen Aminosauren ist selbst fiir Keime der 
gleichen Art (z. B. Milchséurebakterien) recht unterschiedlich. Von 
Keimen, die alle essentiellen Aminosduren selbst synthetisieren konnen, 
iiber Vertreter mit geringem Anspruch und Bakterien, die bis 18 Amino- 
sduren benétigen und damit anspruchsvoller als der Mensch sind, gibt es 
alle Uberginge (RUDOLPH 1948). 


Versuchsanordnung: Einer Koser-Lésung mit und ohne Saccharose wurden 
die Aminosauren in folgenden Konzentrationen zugesetzt: 


I 100 mg-°/, IV 12,5 mg-°/, 
IL 50 mg-9/, V_ 6,25 mg-°/, 
Ill 25 mg-°/, VI 3,2 mg-°%/, 


und bei Notwendigkeit VII, VIII usw. 


pu-Norvalin, pi-Leucin, pu-Alanin, pu-Valin, Glycin, pL-Lysin-mono- 
hydrochlorid, pu-Phenylalanin, pu-Threonin, pui-Tyrosin, pDu-Isoleucin, 
pL-Ornithin-mono-hydrochlorid: Fir X (R), X (S) und B-Bakterien 
keine Wuchs- oder Nahrstoffwirkung. Symbiose normal. 


pL-Asparagin, DL-Serin: Nahrstoffwirkung fiir Paratyphus-B- 
Bakterien; fiir X (R) und X (S) keine Wuchs- oder Nahrstoffwirkung. 
Symbiose normal. 


6-Alanin, Dt-«-Aminobuttersdure: Fir X(R), X(S) und 
B-Bakterien keine Wuchs- und Nahrstoffwirkung. Symbiose ab V normal. 


L-Glutaminsaéure: Fir X (R), X (S) und B-Bakterien keine Nahr- 
stoffwirkung. Symbiose normal. Bei Konzentration I ist nach Zucker- 
zugabe die Kintriibung fiir X (R) und X (8) von gleicher Intensitat wie 
bei der Symbiose. Konzentration II zeigt schon ein deutliches Nach- 
lassen der Eintriibung. Ab Konzentration IV ist eine Wirkung nicht 
mehr mit Sicherheit nachzuweisen. 


Die oben angefiihrten, in den Konzentrationen I—V ausgetesteten 
Aminosiuren zeigten keinerlei Wuchseffekte fiir den X-Stamm. 


Die bei verschiedenen Aminosiuren sichtbare Behinderung des Wachstums der 
symbiotischen Mischkultur, welche zur Kontrolle mitlief, deutete auf die mégliche 
Antiwuchsstoffwirkung bestimmter Aminosiuren hin, NreLsEN konnte zeigen, daB 
nicht nur B-Aminosiuren wie 6-Aminobuttersaure und Isoserin als Gegenspieler von 
-Alanin, einem Bestandteil der Pantothensiure, auftraten, sondern auch gewisse 
a%-Aminosiuren in Verkniipfung mit dem Butyrolacton als Pantothensaure- 
antagonisten auftreten konnten. Welcher Wirkungsmechanismus der Hemmung 
des Wachstums, sichtbar in der nachteiligen Beeinflussung der Symbiose, in 
unserem Falle zugrunde lag, soll noch offen bleiben. Die Testung der Symbiose 
als Kontrolle erwies sich unter diesem Gesichtspunkt als zweckmaBig. 
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L-Cystin: Keine Nahrstoffwirkung fiir X (R) und X(S). Fiir B-Keime 
Nahrstoffwirkung mit abnehmender Intensitaét bis Konzentration III. 
Bis zur Konzentration VII ergab sich fiir X (R) und X (8) ein Wuchs- 
effekt, der die gleiche Tribungsintensitat der Mischkulturen erreichen 
lieB. 

L-Cystein: wie L-Cystin. 

Methionin: Keine Nahrstoffwirkung fiir X (R), X (8S) und B-Bak- 
terien. Bis zur Konzentration VIII ergab sich fiir X (R) und X (S) ein 
Wuchseffekt entsprechend der Triibungsintensitat der Mischkulturen. 


Glutathion: Fir X(R) undX (S) bis zur Konzentration II, bei 
B-Bakterien bis zur Konzentration IV abnehmende Nahrstoffwirkung. 
Bis zur Konzentration V war fir X (R) und X (S) ein Wuchseffekt zu 
erkennen, der ungefahr der Triibungsstarke der Mischkulturen ent- 
sprach!, Die Eintriibungsgeschwindigkeit lief derjenigen der symbio- 
tischen Mischkultur parallel und erreichte bei Zimmertemperaturen 
binnen 21 Tagen den Endwert. 

Eine kombinierte Anwendung der jeweiligen Aminosaéuren mit Vit- 
aminen lieB keine besseren Ergebnisse erkennen. 

Die Thioaminosauren Cystin, Cystein, Methionin und das Tripep- 
tid-Gluthation ergaben einen positiven Wuchseffekt, d. h. es kam 
ihnen eine Wirkung in dem Sinne zu, da Koser-Saccharose-Losung fiir 
die X-Staimme in Reinkulturen verwertbar wurde. Man konnte von 
einer Wuchsstoffwirkung sprechen, wenn die Definition der Wuchsstoft- 
wirkung nicht exakt eingehalten wirde. 

Bei der quantitativen Bestimmung, d. h. der genauen Austestung von 
Cystin, Cystein, Methionin und Glutathion im Vergleich untereinander 
ergab sich folgendes: Die benétigten Mengen an Thioaminoséuren, um 
in Reinkultur den symbiotischen Effekt voll nachzuahmen, lagen bei 
Cystein und Cystin ohne Unterschied bei der Konzentration VII; fir 
Methionin galt die Konzentration VIII, und von Tripeptid-Glutathion 
wurde die Konzentration V bendtigt. Dem entsprachen die Werte von 
etwa 1,6 mg-°/, Cystein, Cystin, 0,8 mg-°/, Methionin und 6,25 mg-°/, 
Glutathion. Es hatte den Anschein, da8 die X-Keime nicht in der Lage 
waren, diese Aminosauren zu synthetisieren. 

Wie bereits oben erwihnt, zeigten die Kulturfiltrate keinen das Wachs- 
tum fordernden Einflu8. Es schien daher sinnvoll, in diesem Rahmen 
die Keime in ihre Aminosauren zu zerlegen und diese auf ihre Wuchs- 
stoffwirkung zu untersuchen. 

Koser-Dextrose bzw. Koser-Saccharose-Lésung wurde mit Paratyphus B-Keimen 
bzw. mit der Mischkultur von Paratyphus B- und X-Keimen beimpft. Die Misch- 

1 Das Tripeptid-Glutathion wurde uns entgegenkommenderweise von der Firma 
Merck, Darmstadt, zur Verfigung gestellt; dafiir sei an dieser Stelle besonders 
gedankt. 
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kulturen wurden 4 Wochen bei Zimmertemperatur, die Paratyphus B-Kulturen 
unter fortlaufender Neutralisierung solange ebenfalls bei Zimmertemperatur 
bebriitet, bis die Triibungsintensitat derjenigen der symbiotischen Kultur nach 
4 Wochen gleich kam. Die Keime wurden abfiltriert (Filtratverarbeitung siehe 
oben) und durch Hydrolyse mit 10 Mol HCl bei 105° C Temperatur in die Amino- 
siiuren zerlegt. Diese Aminosdurenmischungen wurden in Koser-Lésungen mit und 
ohne 1°/, Saccharose aufgelést, die volumenmafig den Kulturlésungen entsprachen, 
welche zur Gewinnung der in ihre Aminosduren aufgeschlossenen Keime benutzt 
wurden. 


Bei der Beimpfung der so gewonnenen Nahrbéden mit X (A), X (S), 
B, B + X (R), B + X (S) und Bebriitung bei Zimmertemperatur ergab 
sich folgendes: Die fiir alle Keime eindeutige Nahrstoffwirkung der 
Aminosduren-Mischungen war fiir die B + X-Aminosadurenkollektion 
etwa doppelt so stark wie bei den Paratyphus B-Aminosauren. Dariiber 
hinaus triibten die X-Reinkulturen in den Saccharose-Nahrbéden in 
beiden Fallen weiter ein. Sie erreichten bei der B + X Aminosiuren- 
Mischung die Triibungsdichte der symbiotischen Kultur, wahrend sie 
parallel zur Nahrstoffwirkung im Falle der B-Aminosauren diesen Wert 
nicht erreichten. Allgemeiner gesagt, verhielt sich Nahrstoff- zu Wuchs- 
stoffeffekt etwa wie 1:2. 

Jede Thioaminosiure und das Tripeptid-Glutathion wurde in einer 
bestimmten Konzentration zum optimalen Wachstum der X-Staémme 
bendtigt. Durch Mischung von drei Nahrsubstraten mit der optimalen 
Cystin-, Methionin- und Glutathion-Konzentration zu gleichen Teilen 
wurde gepriift, ob sich ein giinstigerer Wachstumseffekt ergab. Von 
dieser Mischung und den Cystin-, Methionin- und Glutathion-Koser- 
Saccharose-Lésungen wurden Verdiinnungsreihen angelegt und beimpft. 
Ein besseres Wachstumsergebnis des Mischnaihrbodens aus den beiden 
Thioaminosauren und Glutathion war nicht zu sehen. Die entsprechenden 
Nahrbodenverdiinnungen triibten bei Beimpfung mit den X-Stammen 
gleichstark ein. 

Thioaminoséuren, vor allem Cystein, finden in der bakteriologischen 
Nahrbodentechnik als Redoxsystem Beachtung. Auffallend ist, daB 
sich Cystein und Cystin gleich verhalten, wenn man ganz allgemein . 
diese Aminosduren unter dem Aspekt der Redoxsysteme betrachtet. 
DaB derartige physiko-chemische Zustandsinderungen fiir den obligaten 
Aerobier eine Rolle spielen, scheidet offensichtlich aus. 

Thioaminosiuren bzw. Sulfhydrilsysteme besitzen im Stoffwechsel 
eine zentrale Bedeutung. In einer zusammenfassenden Arbeit weist 
Brrstn (1936) auf die Bedeutung des Thiol-Disulfidsystemes fiir die 
Aktivitét biochemischer Wirkstoffe hin. Hawrrr (1950) fiihrt in seinem 
Buch tiber Redoxpotentiale in Bakteriologie und Biochemie eine von 
Exiior gegebene Aufstellung aller durch Sulfhydrilsysteme aktivierten 
Fermente an. Ohne SH-Systeme kommt der Stoffwechsel zum Erliegen, 
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d.h. Sulfhydrilsysteme besitzen im Stoffwechsel eine zentrale Stellung. 
Sieht man im vorliegenden Falle von den Wuchseffekten ab, die von 
hohen Glutaminsiure-Dosen hervorgerufen werden, so beschrankt sich 
der wachstumsfordernde Einflu®B auf die schwefelhaltigen Aminosauren. 


Ks ist bekannt, da eine nicht geringe Anzahl Mikroorganismen anorganischen 
Schwefel verwerten kénnen. Autotrophe Schwefelbakterien gewinnen durch Oxyda- 
tion von oxydierbaren Schwefelverbindungen ihren Energiebedarf, und viele 
heterotrophe Mikroorganismen kénnen anorganischen Schwefel, vorzugsweise 
Sulfatschwefel, in organisch-gebundenen Schwefel iiberfihren. 

Bei einer bilanzmafigen Erfassung der Verhaltnisse zeigt es sich, daB sowohl im 
Pflanzen- als auch im Tierreich nicht nur eine Reduktion der Sulfate, sondern 
ferner eine Riickoxydation des zweiwertigen Schwefels zu Sulfaten in Betracht 
kommt (BrErRsrN 1950). Die Schwefelsiure steht damit im Schwefelumsatz der 
Organismen am End- und am Ausgangspunkt. Die Reduktion des Sulfates ergibt 
sich nicht nur bei Sauerstoffmangel, sondern ebenso bei ausgesprochener Aerobiose, 
wenn eine ausreichende Kohlenhydratquelle vorhanden ist. Der Sulfatschwefel 
wird von Mikroorganismen und griinen Pflanzen aufgenommen und entweder in 
Schwefelsaureester verwandelt oder zu Sulfid reduziert, wobei es vom po abhangig 
ist, ob freier Schwefelwasserstoff auftritt oder nicht. Gewisse Bakterien kénnen 
Schwefel in Form von Polysulfiden speichern. Pflanzen sind in der Lage, elementaren 
Schwefel oxydoreduktiv mit Thiolen (Glutathion) umzusetzen. In diesem syn- 
thetischen ProzeB spielt Glutathion die Rolle eines Hilfskatalysators. Nach RrpPEt- 
Batpes (1952) ist die Hauptquelle der Schwefelwasserstoffbildung in der Natur die 
Desulfurikation. Die Sulfate werden zum Teil iiber noch nicht bekannte Zwischen- 
stufen zu H,S reduziert. 

Die Fahigkeit, Sulfatschwefel auszunutzen, ist nicht fiir alle Mikroorganismen 
obligat. Vielmehr zeichnen sich bestimmte Keime bei mangelnder Sulfatreduktion 
durch Verwertung anderer anorganischer Schwefelverbindungen oder durch Aus- 
nutzung organisch-gebundenen Schwefels aus. Unter diesem Aspekt schien es nicht 
uninteressant, die Wirkung anorganischen Schwefels in die Fragestellung mit ein- 
zubeziehen. 


Versuchsanordnung 


Sulfitschwefel, Natriumsulfid, Natrium-Thiosulfat, Natrium-Thioglycolat und 
elementarer Schwefel in Form von Schwefelblume wurden der Koser-Saccharose- 
Lésung in quantitativ abgestuften Mengen zugefigt. 


Ergebnisse 


Sulfitschwefel, als Natriumsulfit geboten, war unwirksam. 

Natriumsulfid. Bis zur Konzentration IT (50 mg-°/,) erreichten die X-Rein- 
kulturen die gleiche Eintriibungsdichte wie die Mischkulturen. Bei weiterer Ver- 
diinnung erfolgte rascher Abfall des Wachstumseffektes. Die Symbiose war bis 
50 mg-9/) Na, leicht behindert. 

Natriumthioglycolat: 100 mg-°/, verhinderten symbiotisches Wachstum, 
10 mg-9/, lieBen die Symbiose unbeeinfluBt, zeigten aber nur geringen Wachstums- 
effekt fiir X (R) und X (8). 

Natriumthiosulfat: gab bei unveranderter Symbiosetatigkeit bis zur 
Konzentration III (25 mg-°/o) gleiche Eintriibungsintensitaét fiir X-Stéimme zu 
erkennen, die bei weiteren Verdiinnungen rasch abnahm, 


250 K. LinDeE: 


Elementarer Schwefel: Schwefelblume war voll wirksam bis zur Konzen- 
tration VIL, gleich 1,6 mg-°/y. Bei niedrigeren Konzentrationen sank die Wirksam- 
keit, genau wie bei den Thioaminosauren, rasch ab. Der Versuch, mit ultraschall- 
verteiltem Schwefel zu einer giinstigeren Verdiinnungsfolge und damit zu geringeren 
Schwefelwerten zu kommen, gelang nicht!. Eine kolloidale Schwefellésung zeigte 
gleichfalls fiir die X-Stémme eine der Symbiose entsprechende Wuchswirkung nur 
bis 1,6 mg-°/,?. 

Es ergab sich demnach, da elementarer Schwefel in der Lage war, 
den Nihrboden fiir die X-Stamme in einer Weise zu vervollstandigen, 
die ein optimales Wachstum ermdglichte. Vergleichen wir die Schwefel- 
aquivalente von anorganischem und organischem Schwefel miteinander, 
so ergeben sich auf Schwefel bezogen folgende ungefahren Werte: 


Natriumthiosulfat Schwefelblume Cystin Methionin Glutathion 
40 10 2,5 1 4 


Es hat somit den Anschein, als ob Methionin als Substanz im Schwefel- 
aiquivalent gesehen am wirksamsten ist. 

Wir konnten demnach annehmen, dai anorganischer Schwefel in der 
Lage war, den symbiotischen Effekt nachzuahmen. Er miiBte auf Grund 
seiner mineralischen Natur als ein Pseudowachstumsfaktor angesprochen 
werden. 

Schwefel als Bestandteil von Thioaminosiuren, Vitaminen wie auch anderen 
bakteriellen Wirkstoffen, z. B. Penicillin, ist fiir das Wachstum der Organismen 
unentbehrlich. Meistens steht der Schwefel in Form von Sulfaten zur Verfiigung 
und wird zum Hinbau in organische Verbindungen vorerst zu Schwefelwasserstoff 
reduziert. Die Fahigkeit, Sulfatschwefel zu reduzieren, ist nicht allen Mikroorganis- 
men eigen. Verschiedene Arten verlangen Sulfide, elementaren Schwefel oder sind 
itberhaupt auf organisch-gebundenen Schwefel, z. B. in Form von Cystin, angewie- 
sen. Von den Sulfat reduzierenden Coli-Bakterien sind Réntgenmutanten bekannt, 
die diese Fahigkeit emgebiBt haben. 


Im vorliegenden Falle gelang es dem X-Stamm bei Zugabe elementaren 
Schwefels, sich in gleicher Weise wie bei Zugabe organisch gebundenen 
Schwefels zu vermehren. Da der Sulfatschwefel sich zum Wachstum nicht 
verwerten lieB, lag die Vermutung nahe, daB das Reduktionsvermégen 
in bezug auf anorganischen Schwefel beim X-Stamm eingeschrankt war 
und Sulfatschwefel nicht reduziert werden konnte. Obgleich die Reduk- 
tion anorganischen Schwefels zu H,S mit nachfolgendem Einbau in 
organische Bindung eine biologisch bekannte Notwendigkeit ist, schien 
es der Vollstandigkeit halber nicht bedeutungslos, unter den Versuchs- 
bedingungen eine H,S-Bildung nachzuweisen. 


' Fir die Anleitung und Zurverfiigungstellung des Ultraschall-Aerosolgerates zur 
Herstellung der Schwefelkolloidlésung sei hiermit Herrn Chefarzt Dr. PIcKROTH, 
Jena, Lungenheilstatte, Prof.-Ibrahim-StraBe, gedankt. 

* Fir die Spezialanfertigung der kolloidalen Schwefellésung sei hiermit der 
Firma Chemische Fabrik Dr. Klopfer, Dresden, gedankt. 
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Zu diesem Zweck wurden Reagensgliaser, die Koser-Saccharose- 
Lésung mit abgestuften Mengen von Schwefelblume enthielten, mit 
eingehangtem Bleiacetat-Papier an ihrem Verschlu8 versehen. Wie 
Tab.1 zeigt, lieB sich bis zu 0,8mg-°/) Schwefelblume durch Bildung 
von Bleisulfid entweichender Schwefelwasserstoff nachweisen. 


Tabelle 1. Schwefelwasserstoffbildung aus Schwefelblume 


Schwefel X(R) X(S) B B+ X(R) | B+ X(S) 
3,2 mg-?/y a5 a (+) ++ ++ 
1,6 mg-°/o (+) (+) ((+)) ai a 
0,8 mg-°/o ((+)) ((+)) 0 ue 
0,4 mg-°/, a) a g x ears 
0,2 mg-9/, ‘ go g o + 


Zeichenerklarung: ++ = Bleiacetat-Papier durchweg geschwirzt mit metalli- 
schem Glanz; + = Papier durchweg geschwarzt; (+) = Papierecken geschwarzt; 
((+)) = Papierecken angebraunt. 


Nunmehr wird unter anderem auch verstandlich, warum das Schwefel- 
aquivalent von anorganischem zu organischem Schwefel fiir organisch- 
gebundenen Schwefel giinstiger liegt. Es war zu erwarten, dal die X- 
Stamme bei Zugabe von Schwefelwasserstoff wachsen miiBten. Um dies 
zu ermitteln, wurde eine gréBere Anzahl Kélbchen Koser-Saccharose- 
Lésung mit dem X-Stamm beimpft. Bei taglicher Zugabe abgestufter 
Mengen von Schwefelwasserstoff-Wasser lieB sich ein Wachstum der 
Reinkulturen nachweisen, welches ungefahr proportional mit dem Wachs- 
tum bei Zugabe von Schwefelblume oder Thioaminosauren verlief. Etwas 
schwieriger war die Feststellung der Schwefelwasserstoff-Bildung aus 
Koser-Saccharose-Lésung mit ihrem Gehalt von 20 mg-°/) Magnesium- 
sulfat. Eingehangtes Bleiacetat-Papier erwies sich als unzulanglich. 
Durch Einbringen eines getrennten Rohrchens mit Bleiacetat, von dem 
laufend ein Filtrierpapier feucht gehalten wurde, war der Nachweis der 
H,S-Bildung in Koser- Dextrose-MgSO,-Lésung durch Paratyphus B- 
Bakterien moglich. Ganz besonders deutlich war die Bleisulfid Bildung 
dort, wo sich kleine Trépfchen Bleiacetat an der Glaswand abgesetzt 
hatten. Fiir Koser-Saccharose-MgSO,-Lésung war weder in Rein- 
kultur noch in Symbiose ein H,S-Nachweis zu fiihren, was sich zweifellos 
mit der Grobheit der Methode erkliren 1aBt. Wesentlich scheint, obwohl 
biologisch als eine Notwendigkeit zu erwarten, daf der entweichende 
Schwefelwasserstoff aus der Koser-Dextrose-Lésung durch Salmonellen 
bzw. andere ammonstarke Keime nachzuweisen war. 

Die biochemischen Faktoren unseres symbiotischen Wachstums der 
Mischkultur aus ammonstarken Darmkeimen und den X-Stammen sind 
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damit bewiesen. Der ammonstarke, jedoch sulfatschwache X-Stamm ist 
auf die Sulfatreduktion seines Partners zu Schwefelwasserstoff ange- 
wiesen, wihrend er seinerseits durch die Disaccharidspaltung die Energie- 
und Kohlenhydratquelle fiir seinen Partner bereit stellt. 

Durch Zugabe von Thioaminosauren oder verwertbaren anorganischen 
Schwefelverbindungen wurde das Koser-Substrat, bei vorhandener ver- 
wertbarer Kohlenhydratquelle, zu einem brauchbaren Kulturmedium 
fiir die X-Stimme. Diese Tatsache gestattete, vom Wachstum auf die 
Spaltung der verwendeten Kohlenhydrate zu schlieBen. 

Der Zuckerabbau in organischen Nahrbéden lieB sich bei den X- 
Stémmen nur durch umstandliche quantitative chemische Analysen, 
ausgefiihrt fiir Dextrose und Saccharose, ermitteln, da die Keime alkali- 
sierend wuchsen. 


Versuchsanordnung: Koser-Lésung mit 12,5 mg-°/, Cystin und 1°/, Kohlen- 
hydrat wurde auf py 7,2 eingestellt, steril filtriert, mit den X-Reinkulturen beimpft 
und 20 Tage bei 30° bebriitet. Die verschiedenen Kohlenhydrate usw. wurden wie 
folgt verwertet: 


Adonit @ Dextrose + Raffinose + 
Sorbit @ Mannose + Melezitose! @ 
Mannit @ Laevulose + Starke + 
Dulcit @ Tnosit D Glykogen + 
Arabinose @ Saccharose + Asculin @ 
Xylose + Lactose + Salicin + 
Rhamnose @ Trehalose + 

Maltose - 


Die Spaltung von Saccharose und Raffinose, bei Nichtverwertung von 
Melezitose, lief als Saccharase eine bei Bakterien vorkommende f-h- 
Fructosidase vermuten (HOFFMANN-OsTENHOF 1954). 


Zusammenfassung 


Ks wurde versucht, fiir ein symbiotisches System (Paratyphus B- 
Bakterien -+- einem gramnegativen Stibchen, Stamm X) den Wuchs- 
baw. Wirkstoffbedarf anhand bekannter Literaturbeispiele zu bestimmen. 
Die eigentlichen Wuchsstoffe (Vitamine) erwiesen sich als wirkungslos. 
Von den Aminosiuren hatten lediglich die Thioaminosiuren, vor allem 
Methionin und Cystin, eine besondere Bedeutung. Methionin bewirkte 
noch bei 0,8 mg-/, ein normales Wachstum der X-Reinkulturen in Koser- 
Saccharose-Lésung. Dieser Effekt konnte durch anorganischen Schwefel 
in Form von Schwefelblume als Pseudowuchsfaktor nachgeahmt werden, 
wozu 1,6 mg-°/, Schwefel bendtigt wurden. Das Schwefeliquivalent 


‘Fir die freundliche Zurverfiigungstellung des Zuckers sei hiermit der Firma 
Dr. Schuchardt, Miinchen, gedankt. 
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Schwefel/Methionin verhielt sich wie 10 : 1. Der Nachweis der H,S-Ver- 
wertung des X-Stammes und die Sulfatreduktion der ammonverarbei- 
tenden (ammonstarken) Keime zu H,S lieB die eigentliche Ursache des 
symbiotischenWachstums erkennen. Der X-Stamm zog Nutzen aus der 
Sulfatreduktion entsprechend seines H,S-Bedarfs, wahrend er seinerseits 
durch Spaltung der Disaccharide fiir den nétigen Nachschub einer 
Kohlenhydrat- und Energiequelle fiir die ammonstarken Keime sorgte. 
Das Verhaltnis von Methionin zu Schwefel in der GrofBe 1 : 10 wurde 
in dieser Proportion durch den entweichenden Schwefelwasserstoff 
bedingt. Bei der Saccharase des X-Stammes handelte es sich um eine 
f-h-Fructosidase. 
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Nitrogen fixation by Achromobacter spp. 
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Study of nitrogen fixation by aerobic, free living organisms other than 
Azotobacter spp. has been somewhat casual, and although for many years 
claims of fixation by various microorganisms of this type have been made 
(Emerson 1917, Lipman 1903, RicHarps 1917, Turk 1935), only 
recently has there been presented convincing evidence for specific 
organisms. ANDERSON (1955) and Vorts and DEBACKER (1956) reported 
fixation by pseudomonads, and recently JENSEN (1958) obtained fixation 
by an aerobic, gram-negative rod that appeared to be a species of Achromo- 
bacter. To our knowledge this is the first report in which this genus has 
been specifically implicated although it may have been responsible for 
fixation by the cultures of unknown identity or purity that frequent the 
literature. Since JENSEN was searching for nitrogen-fixing strains of 
Aerobacter aerogenes at the time he made this important discovery, his 
technique would select for strains that possessed this property. We have 
therefore tested other strains of the genus which have been isolated under 
conditions nonselective for nitrogen fixation. 


Description of the Cultures 

Table 1 summarizes the source of the cultures; these were maintained 
on nutrient agar slants (later on Burk’s salts, N-free, sucrose agar) in the 
cold room at 4° C. The classification of the gram-negative organisms that 
oxidize rather than ferment carbohydrates depends upon relatively slight 
differences of morphology and physiology. Systematic studies have been 
made, and together with similar observations kindly communicated to us 
by Dr. H. B. Moorg, the organisms listed were assigned to the genus 
Achromobacter (BREED et al. 1957). The key characteristics are given in 
Table 2 (full details are available from the authors on request). 


Effect of Oxygen on Nitrogen Fixation by 
Achromobacter spp. 

Details of the methods used for growth of the organisms and for their 
analysis have been furnished in a preliminary report (PRocToR and 
Witson 1958). Tables 3 and 4 contain typical results based on KJELDAHL 
total nitrogen determinations of the aerobic experiments. 
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The technique for the anaerobic studies was the same as for the aerobic 
ones, except that the gas phase over the cultures was pure nitrogen at a 
pressure of 680 mm. Hg. With the exception of strain N 7, it was not 
possible to demonstrate anaerobic fixation, but, grown anaerobically, this 
strain gave consistently high levels of fixation with a greater efficiency 
than for aerobic fixation. 


Table 1. Source of Strains 


Strain Donor Address Habitat from 
which isolated 
NZ : Dr. V. JENSEN Botanical Labora- 
tory Univ. of Danish water 
Lund, Lund, course 
Sweden 
M7 Clinical Material 
M 27 A Urine 
M 176 Sumerlin Urine 
Memorial 
Laboratories ate 4 
M 203% Dr. H. B. Moors Clinical Material 
M 204 Sharp Memorial Clinical Material 
M 2471 Hospital Unknown? 
AOTC! C219" 
M 250 San Diego, Calif. Unknown? 
A. T. C. C. 4220 
Achromobacter AW TCs 02365 2112 M Street 
hartlebii N. W. Soil 
Washington D. C. 


1 Received via Dr. D. W. Watson, Dept. of Bacteriology and Immunology, 
University of Minnesota, Minneapolis 14, Minn. 
2 Listed as Alcaligenes faecalis. 


Table 2. Critical taxonomic characteristics of the strains of the Achromobacter 


End products 
of nitrate reduction 


Action on litmus milk 


Strain Motility Flagella 
ee 
Achromobacter spp. 
N7 + L is ts Slightly alkaline 
M7 oe L + + Alkaline proteolysis 
M27 A Se L + + Alkaline 
M 176 = = — — Alkaline 
M 203 = = = = No change 
M 204 + L - - No change 
M 247 =F L + + Alkaline 
M 250 + L + + Slightly alkaline 
Achromobacter 
hartlebit + L a + Alkaline proteolysis 


L indicates lateral flagella. Litmus milk results reported after 96 hrs. 
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Table 3. Efficiency of aerobic fixation 


Nitrogen fixed 
pug./ml. 


nn LEE! 


Average! Highest * 
N7 8.5 — 
16.5 32.0 
M7 8.0 10.0 
M 27 A 8.0 9.0 
M 176 7.5 16.5 
M 203 6.5 8.0 
M 204 5.0 7.5 
M 247 4.0 8.5 
M 250 3.5 5.0 
Achromobacter 3.0 3.0 
hartlebii PA) — 


1 Mean of 6 determinations. 


Efficiency 
Carbohydrate used ug. N/mg. 
Carbohydrate* 

6.32 1.35 
7.30 1.10 
6.70 1.20 
5.40 1.38 
5.40 1.20 
4.20 1:19 
3.10 1.29 
3.20 1.10 
2.70 1.11 


2 Mean of 3 determinations. 


3 Not necessarily from series used for calculation of average and efficiency. 


Although it seems unlikely that the “‘aerobic‘‘ fixation observed is a 
residual ‘‘anaerobic“ fixation resulting from the incomplete aeration in 
the shake flasks, to minimize this possibility a series of cultures was 


shaken in the 500 ml. Erlenmeyer 
flasks using as fluid volumes 200, 
100, 50, and 25ml. Ina second series 
flasks with indentations were used 
to improve aeration. After 48 hours 
shaking, total nitrogen was deter- 
mined as before, after correction of 
the volume to allow for evaporation. 
As is indicated in Table 5, the 


Table 4. Representative observations on 
aerobic fixation by whole culture analysis 


Nitrogen 
Strain fixed * 
mg. 
N7 0.400 
M7 0.221 
M 27 A 0.206 
M 176 0.130 
M 203 0.196 
M 204 0.180 
M 247 0.157 
M 250 0.104 
Achromobacter hartlebii 0.05 


1 Mean of 3 flasks (25 ml.). 


Table 5. Influence of fluid volume wpon 
aerobic fixation by representative strains 
of Achromobacter spp. 


Toews Fluid volume | Nitrogen fixed 
= ml. ug./ml. 

M7 200 TO So 
100 4.0 4.5 4.5 

50 6.0 6.5 5.5 
25 8.0 8.25 8.0 

100 Static {1.0 nil 1.5 
M 176 200 1:0) Lob etkd 
i 100 3.0.13.5 3.5 
50 5.0 5.0 5.5% 

25 7.0" (6.0 > 1.0 

100 Static |nil 1.0 1.5 

M 208 200 2.0 3.0 1.5 
100 4.0 4.5 4.25 

50 6:5) 16.0°5.5 

25 7.0: 7.5. 8.0 

100 Static |1.0 1.5 2.0 

N7 200 2.0°2,5. 220 
100 4.04.5 4.5 

50 6.0 6.5 7.0 

25 8.0 9.0 8.0 

100 Static |3.0 4.0 3.5 
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amount of nitrogen fixed increased as the volume of solution decreased, 
thus suggesting a true aerobic fixation. | 


Demonstration of Fixation by the Isotopic Technique 


In the presence of 20 micrograms per ml. of ammonium-nitrogen, an 
initial period of growth occurs followed by a lag peroid, then by a second 
growth phase. This growth cycle is similar to that observed by PENGRA 
and Wixson (1958) for Aerobacter aerogenes, and probably arises from the 
synthesis of the N,-fixing enzyme 


system after exhaustion of the Table 6. Aerobic fixation of N° 
ammonium nitrogen. Organisms in cor ac 
this second growth phase were har- Seren ration 
vested by centrifugation, then re- nia 
suspended in the supernate as a Teor 

concentrated suspension containing rm a 0.1611 
approximately 0.23 mg. cell N/ml. M?7 0.0303 
This suspension was then exposed M27A 0.0312 
to an atmosphere containing 10°/, ties Pane 
nitrogen containing 36 atoms °/, M204 0.0423 
N® excess, 30°/, helium, and 60°/, M 247 0.0457 
oxygen for two hours at 30°C. M 250 0.0407 
The exposed cultures were then Achromobacter hartlebi 0.0274 
analysed for N content by the 1 Exposure time—4 hours. 


method described by Burris and 
Witson (1957). Table 6 summarizes the results of the aerobic trials; as in 
the total N experiments, only strain N 7 showed anaerobic incorporation 
of N®. ; 
Mineral Requirements for Fixation 

Glassware cleaned by autoclaving with a 2°/, solution of (ethylenedi- 
nitrilo) tetraacetic acid tetrasodium salt (““Versene*‘) was used throughout 
this part of the study. The medium was depleted in iron and molybdenum 
by a modification of the method of NicHoxas (1951). It was prepared at 
five times the normal concentration, using recrystallized components, 
omitting the iron and molybdenum, and 300 mg. of 8-hydroxy-quinoline 
dissolved in 5 ml. of analytical grade chloroform added with vigorous 
shaking by hand. 0.31 g. of ferric chloride hexahydrate in a small volume 
of distilled water was placed in a large flask, and the medium added 
again with violent shaking, then the complexed metals were allowed to 
settle at 30° C. The solution was filtered through a Whatman No.1 filter 
paper, the filtrate extracted with six 50 ml, quantities of analytical grade 
chloroform to remove the excess 8-hydroxy-quinoline, adjusted to px 7 
and stored in the cold room until immediately before use. Prior to auto- 
claving the medium was brought to single strength with deionized water. 
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With all strains iron was necessary for fixation, but some fixation 
occurred even in absence of added molybdenum. Addition ofmolybdenum, 
however, did increase the quantity of N, fixed. 


Demonstration of Hydrogenase in the Organisms 


Although the relationship between hydrogenase and nitrogenase is as 
yet unexplained, it seems noteworthy that a hydrogenase has been found 
in all nitrogenfixing agents so far studied. Organisms in the middle of the 

second growth phase were harvested 

Mass 3 and assayed for the presence of hydro- 
genase by the following methods: 
(a) reduction of methylene blue, 
(b) evolution of H, from reduced me- 
thyl viologen (PECK and GxsT 1956), 
and (c) a variation of the latter in 
which the oxidized dye was added to 
the main cup before tipping the 
sodium hydrosulfite from the sidearm 
(Tamiya 1955). Positive controls of 
Aerobacter aerogenes were run. As no 
hydrogenase was detected in any of 


Mass 4 


ag4y 


093 


0.92 
the Achromobacter strains with these 
—! l \__. _j assays, the more sensitive deute- 
Te PERS Wile Sea ee ae ‘ 
Hours exposure 70 gas mixture rium-hydrogen exchange reaction of 


HOoBERMAN and RITTENBERG (1943) 
was applied. The organisms were 
harvested at the end of the phase of growth on supplied ammonium- 
nitrogen, concentrated by centrifugation and resuspended in the super- 
nate to give a suspension containing approximately 0.2 mg. cell N/ml. Ten 
ml. of this suspension in a 125 ml. flask was exposed to a gas mixture of 
10°/, nitrogen enriched with N!, 20°/, oxygen, 30°/, deuterium, and 40°/, 
helium. The cultures were shaken at 30° C. on a reciprocal shaker (Re- 
search Specialties Co., Berkeley, California), and gas samples wereremoved © 
periodically for analysis in a Consolidated Nier isotope ratio mass 
spectrometer Model 21 201. (Consolidated Engineering Corporation, 
Pasadena, California.) All samples were admitted to the instrument at 
30 mm. pressure, and the voltages observed for the peaks corresponding 
to masses 2, 3, and 4. The background correction for each peak was 
determined before the sample was analyzed. After 24 hours the whole 
culture was assayed for N incorporation. Changes in the ratio of mass 
3 to mass 4 were observed; a typical plot of time of exposure against 
mass 3 to mass 4 ratio is given in Fig. 1. In all cultures showing a hydro- 
genase, a significant level of N! incorporation was obtained. 


Figure 1 
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Discussion 

Evidently, a new group of aerobic nitrogen-fixing organisms has been 
established, substantiating and extending the initial observations of 
JENSEN (1958). It appears however, that JENSEN’s strain may not be 
typical of Achromobacter in that obligate aerobic fixation appears the rule 
rather than the exception in the strains examined in this study. However, 
further investigation may demonstrate that both aerobic and anaerobic 
fixing types occur with more equal frequency than was evident in this 
limited survey. A major difference between our own work and that of 
JENSEN is that his strain was specifically selected for N-fixation by the 
isolation technique, whereas the strains tested by us were not. Perhaps, 
the long passage on nitrogen rich media may explain the limited fixation 
observed with Achromobacter hartlebii, since the loss of the ability to form 
inducible enzymes by cultures in such conditions is frequently observed. 
Although the efficiencies obtained by ourselves (Table 3) and by JENSEN 
(1958) are somewhat less than those recorded for species of Azotobacter, 
this may signify only that the optimal conditions for fixation by the 
achromobacter have not yet been determined. Noteworthy is that the 
trace metal requirements for fixation and the presence of hydrogenase in 
the organism provide points of relationship to the nitrogen-fixing systems 
in other biological agents. The ecological significance of the group is 
difficult to evaluate quantitatively, but since the genus is widely distri- 
buted in surface waters and soils—the very habitats with favorable 
conditions for aerobic fixation—their overall role is likely to be 
important. 

Summary 

Several strains of Achromobacter spp. have been shown to fix nitrogen 
under aerobic conditions. One strain isolated by JENSEN fixes anaerobically 
as well as aerobically. Apparently the process requires the synthesis of at 
least one inducible enzyme—a requirement that has been demonstrated 
previously for the system in Aerobacter aerogenes. Additional similarities 
to the nitrogen fixing system in other biological systems include the 
necessity for iron, and probably molybdenum, and the presence of a 
hydrogenase. 
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Versuche zur kunstlichen Kultur 
von Phytophthora infestans de Bary 


I. Bedarf und Wirkung einiger anorganischer Salze im Nihrmedium 


Von 
A. GAERTNER 


Mit 1 Textabbildung 
(Hingegangen am 25. August 1958) 


Auf einem Nahrboden, der einen Dekokt aus gedimpften Kartoffeln unter Zusatz 
von Glucose p. I. Bayer, den Salzen der Knopschen Nahrlésung und Ferrichlorid 
enthielt, konnten wir (GAERTNER 1958) wesentlich bessere Kulturerfolge mit Phy- 
tophthora infestans erzielen als auf den klassischen Substraten oder den in letzter 
Zeit von verschiedenen Seiten empfohlenen Nahrbéden wie KiincLER (1955) 
Glucose-Lecithin-Nahrboden, RONNEBECK (1956) Erbsenwasser, THURSTON (1957) 
sowie WALLIN (1957) Sojabohnen-Hefedekokt-Agar bzw. autoklavierte Erbsen; 
dagegen entwickelte Frustet-ScHéNBRUNN (1955) ein Kartoffelstengel-Nahr- 
medium und Saxart (1956a) berichtete bereits von einem Kartoffeldekokt-Fliissig- 
keitsnahrboden. Wahrend auf den genannten Nahrbéden der Pilz nach einer Reihe 
von Passagen ohne Zwischenschaltung einer Vermehrung tiber lebendes Kartoffel- 
gewebe seine Vitalitat einbiiBt (siche auch THursTON 1957), konnten wir auf Kar- 
toffelknollendekokt auch nach 87 Passagen in Schalenkultur unverminderte Aggres- 
sivitat von Phytophthora infestans feststellen. Wir glauben daher, daf dieser Nahr- 
boden dem natiirlichen Substrat auf der Kartoffel qualitativ und quantitativ naher 
steht als die anderen Vorschlage und versuchen auf dieser Grundlage, die Nahr- 
bodenanspriiche von Phytophthora infestans naher festzulegen. 

Uber einige Teilergebnisse dieser Untersuchungen soll in folgendem berichtet 
werden. 


Methodisches 


Die vorliegenden Untersuchungen wurden an Phytophthora infestans de Bary 
Rasse 4 (befallt Blatter des Resistenztypus r und R 4) durchgefiihrt, um erst einmal 
fiir eine Rasse den Nahrstoffbedarf und die optimalen Konzentrationen festzulegen. 
Die Untersuchungen wurden in Plattenkulturen auf festem Nahrboden durchgefiihrt. 
Als indifferentes, chemisch definiertes Gelierungsmittel wurde Kieselsiure nach 
Taytor (1950; vgl. GAERTNER 1958) verwendet. Als wirksamster Nahrboden diente 
eine Nahrlésung, welche je Liter 125 ml Kartoffeldekokt (hergestellt mit Knopscher 
Nahrlosung, 360 g Kartoffelmasse auf 11 Lésung), 5g Glucose p. I. Bayer und 
375 ml 0,06 Mol Phosphatpuffer py 5,8 enthielt. Zur Priifung zusitzlicher Stoffe 
wurden diese nach Wahl zugegeben. Fiir die Priifung einzelner Komponenten der 
Knopschen Nahrlésung wurde der Kartoffeldekokt im gleichen Verhaltnis mit dest. 
Wasser hergestellt und die Salze einzeln dem Nahrboden zugesetzt. 

Die mit dem Kieselgelnahrboden beschickten Schalen wurden mit einem etwa 
1 mm? groBen Impffléckchen beimpft und bei 22° C bebriitet. Je Behandlung wurden 
5 Schalen angesetzt. Zur Auswertung wurde am 4., 6. und mehrfach auch am 8. Tage 
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nach der Beimpfung der Durchmesser der Kolonie gemessen und die jeweilige Dichte 
des Mycelwachstums und die Starke der Luftmycelbildung soweit erforderlich 
zusitzlich beurteilt. Zur Auswertung wurde der Mittelwert der fiinf parallelen An- 
sitze verwendet. 

Um die bei obigem Verfahren erhaltenen Zuwachswerte mit der Trockensubstanz- 
vermehrung in Fliissigkeitskulturen vergleichen zu kénnen, wurden Erlenmeyer- 
kélbchen (300 ml) mit 40 ml Nahrlésung beschickt, beimpft und wie die Schalen 
bebriitet. Die gebildeten Mycelien wurden nach 6, 10 und 15 Tagen abfiltriert, ge- 
waschen, getrocknet, gewogen und als Mittelwerte von 5 Parallelansatzen berechnet. 

Unterschiede in der Dichte des Mycels und der Starke des Luftmycels traten auf 
Platten nur bei ausgesprochener Mangelernahrung in Erscheinung, wahrend bei 
einer gewissen Mindestversorgung mit allen wichtigen Stoffen die Unterschiede in 
der taglichen Zuwachsrate als MaB fiir die Eignung des Nahrbodens fiir Phytoph- 
thora infestans dienen konnte. 

Vorversuche hatten ergeben, daB die Ernihrung der Mycelien den Keimungs- 
modus der Conidien beeinfluBt und insbesondere die Zoosporenkeimung stark 
ernahrungsabhangig ist. Diese wurde daher besonders untersucht. Hierzu wurden 
von der Oberflache mindestens 6 Tage alter Kulturen Mycelflocken entnommen und 
in bidestilliertem Wasser bei 12° C 2 Std bebriitet. Die Zahl der mit Zoosporen ge- 
keimten Conidien konnte dann unter dem Mikroskop ausgezaihlt oder geschatzt 
werden. Zoosporenkeimung trat bisher, auch bei befriedigendem Wachstum (RONNE- 
BECK 1956, GAERTNER 1958) nur in Ausnahmefallen (GAERTNER unver6ffentlicht) auf. 


Tabelle 1. Wirkung verschiedener Hisengaben 


Kisenchlorid Bisencitrat BHisenchlorid 
Konzentration FeCl, - 6H,O Zuwachs + Natriumcitrat Hisensaccharat 
Mol Zuwachs mm/Tag Zuwachs DAB6 
mm/Tag mm/Tag 

4,6- 10-4 8,40 8,63 -- 
3,5 - 10-4 8,84 8,60 8,60 : ee 
201i 8,97 8,54 8,94 flachenmaBig 
1,4- 10-4 8,69 8,73 8,90 ausgedehntes, 
ae 8,15 8,19 8,72 aber spinniges 
3,6 + 10-° 7,66 7,10 7,19 Wachstum?! 
1,8- 10° 6,98 6,81 6,59 


' Die Kulturen auf Kisensaccharat DAB 6 zeigten erst ein befriedigendes Wachs- 
tum in bezug auf die Myceldichte, als etwa 10fach héhere Konzentrationen geboten 
wurden. Es stellten jedoch auch diese Kulturen nach dreimaligem Uberimpfen auf 
denselben Nahrboden ihr Wachstum unter typischen Mangelerscheinungen ein. 


Ergebnisse 

Um die Bedeutung des Hisens fiir das Wachstum von Phytoph- 
thora infestans naiher zu definieren, wurden in gesteigerten Mengen 
FeCl, -6H,0, Eisencitrat und Eisensaccharat DAB 6 dem Niahrboden 
zugesetzt. Desgleichen wurden, um eine etwaige Wirkung des Citrat-Ions 
zu erfassen, in einer besonderen Reihe aquimolare Mengen von FeCl, und 
Natriumcitrat geboten. 

Die optimale Eisenversorgung von Phytophthora infestans liegt unter 
den gegebenen Kulturbedingungen (vgl. Tab.1) bei 3,5—2,6 - 10-4 Mol 
Ferrichlorid. Kisencitrat zeigt bei niederer Konzentration (1,4 - 10-4 Mol) 
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ein flacheres Optimum als Hisenchlorid. Es mu jedoch offen bleiben, wie 
weit dieser Unterschied durch die Bindungsform erklart werden kann, da 
der Zusatz aquimolarer Mengen von Natriumcitrat zum Hisenchlorid die 
fiir diesen Stoff erhaltenen Werte nur kaum veranderte. Auf Grund dieses 
Versuches wurde bei den weiter zu beschreibenden Versuchen dem Nahr- 
boden 2,6 - 10~4 Mol Ferrichlorid zugefiigt. 

Der Einflu8 weiterer Kationen wurde auf Grund der Beobachtung 
(vgl. Tab.2) naher untersucht, da8 die Verdoppelung der Menge des mit 
der Knopschen Nahrlosung hergestellten Kartoffeldekokts im Naihrboden 


Tabelle 2. Wirkung verstarkter Mineralsalzgabe 


art. Dekokt her- | zusitzlich Phosphat- | Trauben- Zuwachs : 

é Een re rnoweehe, pole CE ee be zucker p. I. mm/Tag ee 

Knopscher Lésung | Nahrlésung 5 Nig 0,06 Mol Bayer Mittel aus ee 

ml1/] Nahrlésung ml/1 ml/1 m/l g/l 5 Schalen oly 
125 — 155 31D as 7,40 — 
125 125 1,5 375 5 OLS 7 — 
250 —_— 1,5 375 5 9,74 1 
250 125 io 31D 5 10,70 etwa 1 
250 250 1,5 SiS | 5 10,70 etwa 2 
125 — Bet) 375 10 8,43 == 
125 iy el Z5: 1,5 375 10 10,05 — 
250 — 1,5 375 10 O17 — 
250 125 1,5 375 10 10,02 —- 


die Zuwachsrate betraichtlich erhdhte. Die gleiche Wirkung konnte 
dadurch erzielt werden, daB neben Kartoffeldekokt die gleiche Menge 
Knopscher Nahrlésung fir sich allein zugesetzt wurde. Die Versuche, 
von denen Tab.2 ein Beispiel bringt, zeigten eindeutig, daB durch die 
Vermehrung der anorganischen Salze die Ausbreitungsgeschwindigkeit 
der Kolonien gesteigert wird und da zusatzliche Versorgung mit organi- 
schen Stoffen (Dekokt oder Zucker) diesem Effekt in etwa entgegenwirkt. 
Die Bereitschaft des Pilzes, aus den Conidien Zoosporen zu entlassen, 
wurde durch reichliche Salzversorgung bei maBiger Traubenzuckergabe 
deutlich erhéht bzw. iiberhaupt erst gewahrleistet. 

Zur naheren Analyse des Kationeneinflusses wurden deshalb zu dem 
Grundnihrboden-Kartoffeldekokt mit und ohne Knop, Hisenchlorid, 
Puffer, Traubenzucker- ausbalancierte Mangellosungen nach Pancn u. 
Smonts (1952) anstelle der Knopschen Nahrlosung gegeben. Versuchs- 
- anlage und Ergebnis sind in Tab.3 an einem Beispiel gezeigt. 

Als entscheidend notwendig erwies sich die Zugabe von Calcium fir 
den Pilz. War es in ausreichendem MaB8e vorhanden, dann lB sich der 
Zuwachs auf 11,8 mm/Tag steigern, was 142°/, gegeniiber der Normal- 
gabe an anorganischen Stoffen bei Kartoffeldekokt mit Knop bedeutete. 
Bemerkenswert war ferner in ahnlich angelegten Versuchen die Wirkung 
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des Magnesiums. Bei unzureichender Calciumgabe konnte der Zusatz 
von Magnesium fast die gleiche Zuwachsrate ermoglichen wie die volle 
Calciumgabe. Fehlte jedoch das Calcium véllig, dann wurde durch Ma- 
gnesium nur eine geringfiigige Zuwachssteigerung erreicht. Bei aus- 
reichender Calciumversorgung forderte der Zusatz von Magnesiumsulfat 


Tabelle 3. Wirkung von Mineralsalzmangel 


45 

~ 

5 Mangellésungen Sg 

Sle ‘ 

Bole = 

e a Ss N 

+ n = = = 
= = ‘3 =e = oo tek 
aE : s| =| 4 |2z 
net = baad a ¢ a ht 
ie Bales Eig ee eae 2S BE le. 
ra TS ey il =) = | = ra = s =| BS 
gia: | Sea 5 E = = 50 = = es z NE5& 

ra ° OF Ki rn s = = > e = = _ 
So | Ae eee gue tote i | cece ee ote 3 182 

A ee es 5 g S o i 2 S 
. bd ere oh Q 2, a a a S$ = & 3 oS 
fa =} = = iS mS cS = So = = on 

aca 3 B =| | a a = Ae s Ln oo E = = 
iB | 3M & ie | td ts td i) o ios Ay N uA 
125 | 5 1,5 Sls 8,3 | 100 
125 | 250 5 1by Ts dibs 1132/0136 
— | 125 | — | 250 5 ae | Pees 11,0 | 133 
— | 125] — — | 250) — —— -— 5 15s [soap 11,2, | 135 
—_ 126 = — = 250 — —- 5 1,5 375 5,0 60 
— | 125 | | 250 | — Be 15 | 375.1) 1Osar tae 
— | 125 | 2,5 5 1.5) | olD 9,2 | 110 
— 125 5,0 5 1,5 375 11,4 | 137 
— 125 | 7,5 5 URS: 375 11,8 | 142 


kaum. Da Natrium-, Kalium- und Phosphationen in ausreichender Menge 
in den verwendeten Puffern gegeben waren, konnte eine Minderversor- 
gung mit diesen Ionen nicht naher gepriift werden. 

Untersuchungen tiber die Bedeutung von Mikronahrstoffen, nim- 
lich Bor, Mangan, Zink, Cobalt, Molybdin und Kupfer, ergaben, daB bei 
ausreichender Versorgung mit Calcium, Magnesium und Eisen (Tab. 4) 
nur Zink und Bor in geringem Mae fordern!. Dies gilt auch fiir das Aus- 
maf der Conidienentwicklung und deren Bereitschaft, mit Zoosporen zu 
keimen. 

Als optimale Gabe fiir das Wachstum von Phytophthora infestans unter 
den hier gewahlten Bedingungen miissen vorerst 1,5 mg Borsaiure und 
0,25 mg Zinksulfat je Liter Nihrboden angesehen werden, ehe auf Grund 
weiterer Versuche ausftihrlicher berichtet werden kann. 

Die deutlichen Unterschiede, die durch die geschilderten Veranderun- 
gen des Nahrbodens im Wachstum von Phytophthora infestans hervor- 
gerufen werden, seien durch ausfiihrliche Wiedergabe einer Versuchsreihe 


' Die unwirksamen Elemente Mn, Co, Mo und Cu sind in Tab.4 nicht auf- 
genommen. 
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(vom 11. 2. 58) in Tab. 4 belegt und in Abb. 1, welche das Bild 6 Tage nach 
der Beimpfung der Platten zeigt, dargestellt. Die Versuchsnummern 1—4 
zeigen die giinstige Wirkung des mit Knopscher Nahrlosung hergestellten 
Kartoffeldekokts und die mégliche Férderung des Wachstums durch 
Vermehrung der Dekoktgabe. Ein Vergleich der beiden Versuche Nr. 1 


Tabelle 4. Wirkung unterschiedlich zusammengesetzter Nahrboden 


Nr. des betreffenden Versuchs 


Kartoffeldek. -+- Knop 125 |125 |250 |250 

Kartoffeldek. ohne Knop 125 |125 |125 |125 |250 
Glucose p.I. SLD eLOp ometO soul o loo | 5 | 5 

Eisenchlorid 5°/5 ml {0,3 |0,3 |0,3 |0,3 | 0,3 |0,3 0,3 |0,3 |0,3 

Puffer py 5,8 ml |375 |375 |375 |375 |375 |375 |375 |375 |375 
Ca(NOs)>5°/p ml 7,5 17,5 |7,5 |7,5 

MgSO, 0,5°/5 ml 6,25)/6,25|6,25/6,25 
CaSO, :2H,O Aufschw. 5°/, ml 10| 10} 10 
H,BO, 30 mg auf 100 ml ml db) 5 

ZnSO, : 6H,O 6 mg auf 100 ml ml 2,5 |2,5 


Koloniedurchm. am 6. Tage nach der 
Beimpfung (tagliche Kontrolle) mm |46,4/48,1/52,9/52,1|24,5/65,5/71,2|72,7/64,0 
Mittelwert aus 10 Schalen 


Zuwachs vom 5. zum 6. Tage mm | 8,5] 9,0/10,1| 9,1} 4,9)12,9/12,1)12,1/11,4 


Durchschnittl. Zuwachs mm/Tag | 7,7| 8,0| 8,8] 8,7 3,5/10,9)11,9/12,1)10,7 


und 5 belegt die schon friher erwihnte Bedeutung der Nahrsalze fiir das 
Wachstum von Phytophthora infestans. Die besondere Bedeutung der 
Erdalkali-Ionen wird im Vergleich der Versuche 6—8 mit Versuch Nr.5 
klar, da nach Zugabe dieser Jonen zu einem ohne Knopsche Nahrlésung 
hergestellten Nahrboden Zuwachsraten und die Luftmycelbildung gegen- 
iiber den Versuchen 1 und 3 deutlich verbessert sind. Die Zugabe von Bor 
und Zink im Versuch Nr.9 erhéht hier die Zuwachsrate kaum, sie bewirkt 
jedoch eine gréBere GleichmaBigkeit des tiglichen Zuwachses, wahrend 
bei den anderen Nahrbéden erhebliche periodische Schwankungen von 
Tag zu Tag auffallen, deren GesetzmaBigkeiten noch weiter untersucht 
werden miissen. Ein Vergleich der Versuche Nr.8 und 9 zeigt, dal} unter 
sehr giinstigen Wachstumsbedingungen die Verdoppelung der Menge an 
Kartoffeldekokt ohne gleichzeitige Vermehrung der Salzkonzentration 
die tagliche Zuwachsrate unter Verdichtung des Mycelwachstums ver- 
mindert. 

Parallel zu dem in Abb.1 geschilderten Versuch Nr.8 wurden Flissig- 
keitskulturen angesetzt, um zu priifen, ob die auf festem Nahrboden durch 
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Messung gewonnenen Ergebnisse den Mycelgewichten in F liissigkeits- 
kultur parallel ging. Der Vergleich der beiden Methoden zeigt, daB die 
Schwankungen zwischen gleichzeitig durchgefihrten Parallelkulturen 
wesentlich geringer sind, wenn auf festem Nahrboden die Wachstums- 
geschwindigkeit gemessen wird, als wenn aus Fliissigkeitskulturen das 


Abb. 1. Versuch vom 11.2.58. Neun verschiedene Naihrbodenzusammensetzungen am 6. Tage nach der 
Beimpfung. Siehe Text. Die Ziffern entsprechen den Versuchsnummern in Tab. 4 


Myceltrockengewicht bestimmt wird. Im ersteren Falle betragt — opti- 
male Wachstumsbedingungen vorausgesetzt — zwischen groBtem und 
kleinstem Wert die Schwankung maximal 4°/, des Mittelwertes der 
5 Parallelen, wahrend die gleiche Spanne des Trockengewichtes etwa 
40°/, des Mittelwertes umfaBt. Dabei entsprach am 6.Tage 72,5 mm 
Koloniedurchmesser auf der Platte 24,6 mg Trockengewicht in Fliissig- 
keitskultur. Am 10.Tage hatte der Pilz im Mitte] 87,9 und am 15. Tage 
96,8 mg 'Trockensubstanz gebildet. Die letzten beiden Werte lassen sich 
auf der Platte nicht mehr vergleichen, da der Pilz dann bereits die ganze 
Oberflache bewachsen hat. Sie geben aber ein gutes Maf dafiir, was der 
Pilz bei einem vorgegebenen Volumen an Nahrfliissigkeit von 40 ml an 
Trockengewicht zu bilden vermag. Die gréBeren Schwankungen der 
Trockengewichte mégen ihre Ursache in unterschiedlicher Sauerstoft- 
versorgung in den Kulturkélbchen haben, welche durch unterschiedliche 
Erschwerung des Gasaustausches durch die Dichte der verwendeten 
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Wattestopfen begriindet sein kann. Auch die unvermeidlichen Unter- 
schiede in Gestalt und GroBe der Impfflocke wirken sich bei dreidimensio- 
nalen Wachstumsméglichkeiten in Fliissigkeit stirker aus als bei flachi- 
gem Wachstum. 

Diskussion 

Im Rahmen der vorliegenden Mitteilung sollen nur zwei Befunde naher 
erortert werden: 1. Die hohe Hisenbediirftigkeit von Phytophthora in- 
festans und 2. die Abhingigkeit der Zuwachsrate von der Konzentration 
der Calciumionen. 

Im Gegensatz zu anderen Nahrbodenrezepten schreiben SNIECZKO 
u. Mitarb. (1947) bei Verwendung von Roggenkeimlingsextrakt, Erdnu8- 
schalen und ahnlichen organischen Substraten einen Zusatz von FeCl, 
-6H,O in Hohe von 0,002% vor. Auf Grund unserer Versuche vermuten 
wir, da® dieser Zusatz das gute Wachstum des Pilzes auf dem ihm sonst 
fremden Substrate erméglichte, denn wir konnten feststellen, daB bei 
Verwendung von Kartoffeldekokt die optimale Ferrichlorid-Konzentra- 
tion bei etwa dem dreifachen Werte liegt wie bei SNrEczKo, ein Wert, 
welcher auch fiir Flissigkeitskulturen gilt. Obgleich man dazu neigen 
kénnte, derart hohe Eisenkonzentrationen als unphysiologisch anzusehen, 
muBf festgestellt werden, daB noch weitaus hohere Hisengaben von 
Phytophthora infestans ohne sichtbare Schidigung vertragen werden. 
Uber die Bedeutung dieser hohen Eisenbediirftigkeit konnen zur Zeit nur 
Vermutungen angestellt werden. Es ware denkbar, daf das Eisen zur 
Aufrechterhaltung eines bestimmten Redoxpotentials oder aber in be- 
sonderem Mae zum Aufbau eisenhaltiger Fermentsysteme benotigt 
wurde. Jedenfalls ist ausreichende Eisenversorgung eine Voraussetzung 
dafiir, da8 Phytophthora infestans bei Kultur auf unbelebten Nahrbéden 
ihre Vitalitat und ihre Aggressivitaét behalt. Kultivierte man den Pilz auf 
Mangelnahrbéden, dann wuchs er nur an, wenn die Impfflocke groB genug 
war, d. h. wenn die mit dem Mycel tibertragene Hisenreserve ausreichte, 
ihm einen Start zu ermédglichen. War diese Reserve verbraucht, dann 
gelang eine Subkultur dieser Abimpfung auf dem gleichen Nahrboden 
nur noch sparlich oder gar nicht, oder der Pilz verlor seine Aggressivitat 
gegentiber Kartoffelgewebe. Eine ausreichende Versorgung des Kultur- 
mediums mit Eisen in anorganischer Bindung gewahrleistet unseren 
Beobachtungen nach das Anwachsen extrem kleiner Impfflocken, selbst 
einzelner aus Kulturen abgestochener Hyphenspitzen oder einzelner 
Conidien, oder diinne Zoosporenaufschwemmungen entwickelten sich 
unter diesen Bedingungen zu gut wachsenden Mycelien. Dadurch kann 
die Trennung von Rassengemischen oder die Anlage von Kinsporkulturen 
wesentlich erleichtert werden. 

Organisch gebundenes Eisen lost in vitro eine geringere Wirkung aus 
s anorganisches Eisen. Dies wird aus den Versuchen mit Hisensaccharat 
19 
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deutlich, in welchem das Eisen in verhaltnismaBig fester Bindung vor- 
liegt. Diese Verbindung muBte in etwa 10fach hoherer Konzentration 
gegeben werden, um ahnliche Wirkungen zu erzielen wie mit Eisenchlorid. 
Allerdings konnte der Pilz diese Eisenverbindung nicht unbegrenzt in den 
Stoffwechsel mit einbeziehen, sondern stellte plotzlich nach dreimaligem 
Uberimpfen auf den gleichen Eisensaccharatnahrboden sein dichtes 
Wachstum ein und wuchs nur noch wie eine Hungerkultur weiter. Dies 
Verhalten kann nur so gedeutet werden, da noch ein weiterer zum 
Wachsen wichtiger Faktor untergeordneter Bedeutung, nur bei Gegen- 
wart von anorganischem Eisen gebildet werden kann, welcher sich bei 
andauernder Kultur auf Saccharat langsam erschépft und dann begren- 
zend wirkt. 

Die Unterschiede in der Verfiigbarkeit des Eisens je Sei der Bindungs- 
form und die Vermutung, daB die in vitro optimalen Kisenmengen wesent- — 
lich tiber den in den natiirlichen Substraten gebotenen liegen, lassen uns — 
folgende Vermutung aussprechen: Der Pilz bendtigt das Eisen in einem : 
bestimmten zur Zeit noch unbekannten Komplex, welcher im Kartoffel- 
gewebe in ausreichendem Mae zur Verfiigung steht oder laufend nach- 
gebildet wird und der ihm eine hinreichende Entwicklung erméglicht. Im 
kiinstlichen Substrat ist dieser Komplex nicht vorhanden, aber er kann 
dann vom Pilz gebildet werden, wenn ein hohes Angebot von Eisen dafiir 
die Voraussetzung schafft. 

Der auffaillig hohe Bedarf von Phytophthora an Calcium-Ionen darf 
wohl im Zusammenhang mit dem Saurestoffwechsel gesehen werden. 
Phytophthora infestans bildet nach SaKat (1956b) neben einer geringen — 
Menge zum Teil fliichtiger Siuren vor allem Oxalsiure in kiinstlicher 
Kultur. Moglicherweise wirken die Calcium-Ionen durch Entgiftung 
der Oxalsiure wachstumsfordernd. Ob diese Vermutung zutrifft, muB 
allerdings erst tiberpriift werden. 


Zusammenfassung 

1. In Kulturen von Phytophthora infestans Rasse 4 auf Kieselgelnahr- 
boden, welcher Dekokt aus gedimpften Kartoffeln zur Grundlage hat, 
wurde die Wirkung anorganischer Ionen auf die Pilzentwicklung unter- 
sucht. 

2. Die optimale Konzentration von Kisen als FeCl, - 6H,O liegt bei 
2,6-10~* Mol. Kisencitrat und Kisensaccharat DAB 6 haben einen ge-— 
ringeren Wirkungsgrad als FeCl. 

3. Ausreichende Ca- Tuedae in Form gleicher Teile von Ca(NO, Jo 
und CaSO, : 2H,0 ist fiir giistige Entwicklung von groer Bedeutung. 
Suboptimale Caan kénnen unter Zusatz von Magnesiumsulfat teil- 
weise ausgeglichen werden, dagegen fordert die Zugabe von MgSO, bei 
fehlendem Ca und bei optimaler Ca-Versorgung nur geringfiigig. 


i 
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4. Bei guter Eisenernahrung blieb auf dem entwickelten Nahrboden 
Wuchsfreudigkeit und Ageressivitat von Phytophthora infestans Rasse 4 
ohne Zwischenschaltung natiirlicher Substrate iiber 87 Kulturpassagen 
erhalten. 

5. Es wurden die Ursachen fiir den Bedarf an Eisen und Calcium 
diskutiert. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danke ich fiir die freundliche Unter- 
stiitzung dieser Untersuchungen, Herrn Prof. Dr. W. H. Fucus fiir wertvolle An- 
regungen. Herrn Dr. H. Hennincer, GroB-Liisewitz tiber Rostock, bin ich fiir 
anregende Diskussion und fiir Uberpriifung der Rassenzugehorigkeit des verwende- 
ten Phytophthora-Stammes zu Dank verpflichtet. 
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Studies with Cyanidium caldarium, 
an anomalously pigmented chlorophyte 


By 


MARY BELLE ALLEN 


With 3 Figures in the text 


(Eingegangen am 12. August 1958) 


Acid hot springs throughout the world have as the dominant member 
of their microflora a single species of alga, which often carpets the sides 
and bottom of these pools with a bright blue-green layer (TILDEN 1896, 

1898; SrercHety 1901; West 1909; GrrrLteR 1926; CopELAND 1926; 


Fig. 1. 
Cells of Cyanidium caldarium in various stages of growth 


Necoro 1943; Emoro and 
Hirose 1940; Emoto and 
YoneEpa 1940). Microscopic 


- observation of such mate- 


rial gives the picture shown 
in Fig. 1; an unicellular alga, 
with a chloroplast filling 
most of the cell, multi- 
plying by formation of four 
daughter cells within the 
mother cell wall, which 
ruptures to release the 
daughter cells. ; 

The taxonomic position of 
this alga has long been in 
question. TILDEN (1896) first 
placed it among the blue- 
green algae under the name of 
Chroococcus varius, later consi- 
dered it better classified as a 
green alga, Protococcus botry- 


oides f. caldaria (1898). SeronEry (1901) called it Plewrocapsa caldaria, thus placing it 
among the cyanophytes. Wusr (1904) returned it to the chlorophytes. GrrrLEr (1936) 
proposed a new genus of Cyanophyta for it, naming it Cyanidium caldarium. In the 
same year COPELAND (1936) gave it another new name, Pluto caldarius, also consi- 
dering it to be a cyanophyte. It is difficult to determine which of these names has 
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priority, but GrrrLpr’s designation was probably the first and has been more generally 
accepted. Hrrose (1950) proposed that the genus Cyanidium be transferred. to the 
Chlorophyta, and ALLEN (1954) suggested that the alga might be renamed Chlorella 
caldaria because of its close morphological resemblance to members of the genus 


Chlorella. 

Further study has indicated that the characteristics of this alga are 
sufficiently unusual to deserve generic rank, and this suggested name is 
withdrawn in favor of GErTLER’s name, Cyanidium caldarium, which will 
be used in the present paper. 
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Fig.2. Absorption spectra of solutions of phycocyanins from Cyanidium caldarium and the blue-green 
alga Microcoleus rupicola, The phycocyanins were extracted from the cells by grinding with alumina 


and purified chromatographically as described by SWINGLE and TISELIUS (1951) and Haxo et al. 
(1955). Spectra were measured with a Beckman DU spectrophotometer 


Two strains of Cyanidium, one from the ‘Lemonade Spring’, The 
Geysers, Sonoma County, California, and the other from an acid hot 
spring in Yellowstone National Park, Wyoming, were isolated in pure 
culture. The Lemonade Spring had a temperature of 70—75° C. and its 
water contained ca. 0.1 N sulfuric acid. The Yellowstone spring had a 
pu of 3—4; its temperature is not known (I am indebted to Prof. A. C. 
Giusn for collection of the Yellowstone material). 

Both of these cultures had the morphological features and develop- 
mental history indicated in Fig.1. The presence of a distinct chloroplast 
in Cyanidium makes it unlikely, as was pointed out by Hrrosx (1950), 
that the alga is a member of the Cyanophyta. Moreover, Cyanidium has 
a rigid cell wall and a vesicular nucleus similar to that of Chlorella (perso- 
nal communication from Prof. SpENcER W. Brown). Its mode of repro- 
duction by formation of autospores is also similar to that of green algal 
species of the genus Chlorella. Its reserve carbohydrate stains blue with 
iodine and hence is presumably starch. These characteristics place it 
clearly among the chlorophytes. 
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The pigments of Cyanidium are, however, distinctly unusual for a 
chlorophyte. Grinding of the cells with alumina released a chromoprotein 
pigment that was blue with a dark red fluorescence and was spectro- 
scopically indistinguishable from the C-phycocyanin of the blue-green alga 
Microcoleus rupicola, as shown in Fig. 2. 

Extraction of Cyanidium cells with hot methanol and chromatography 
of the extracted pigments as described by WINTERSTEIN and STEIN (1933) 
(see also Smrru and BenrrEz 1955) indicated the presence of only one 
chlorophyll in the alga. The absorption spectrum of this chlorophyll 
corresponds to that of chlorophyll a, as Table 1 shows. 


Table 1. Absorption maxima of chlorophylls in ethyl ether 
Principal bands are italicized. The values for chlorophylls a and 6 are taken from 
the summary given by Rasryowircu (1951) 


Band No. aoe chlorophyll a chlorophyll b 

1 665 663 642 
2 615 613 594 
3 580 575. 567 
4 530 530 559 
5 510 552 
6 495 495 542 
7 464 499 
8 430 430 452 
9 410 410 426 

Ratio of peak 

heights 1.40 1.33 3.01 

Band 8/Band 1 


The presence of chlorophyll a as the only chlorophyll in Cyanidiwm has been 
confirmed by measurements with the derivative spectrophotometer (personal 
communication from Dr. C. 8. FRencu). This instrument, which can detect very — 
small quantities of pigments in the presence of other pigments with overlapping 
absorption peaks, has shown that no other chlorophyll is present in Cyanidiwm. 


The carotenoids of Cyanidium have not been investigated in detail. It 
can be stated, however, that there is no evidence for the presence of the 
pink myxoxanthophyll, which is considered to be characteristic of the 
blue-green algae (GoopWIN 1957). 

Typically, Cyanidium differs from most other green algae in requiring 
light for the formation of chlorophyll, and from the blue-green algae in 
requiring light for the formation of chlorophyll and phycocyanin. Cultures 
grown in the dark on sugar media (ALLEN 1951) are pale yellow in color. 
However, on plating Cyanidiwm which had been maintained in culture 
for several years some of the colonies were observed to form chlorophyll in 
the dark (DovGHERTY and ALLEN 1956). When these colonies were 
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isolated and maintained in culture, it was observed that cells which were 
colorless in the dark began to accumulate in them. Both types of cells 
formed the same combination of phycocyanin and chlorophyll in the light. 
Moreover, the amount of pigment formed in the dark by those cells which 
appeared green in color was less than that formed in the light. Absorption 
spectra of cell suspensions of ‘wild type’ Cyanidiwm and two ‘mutants’ 
which are green in the dark are shown in Fig. 3. 


a W60 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 
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Fig. 3. Absorption spectra of cell suspensions of “wild type” (S-W) and ‘‘mutant”’ (S-1, S-5) Cyanidium 

caldarium. The upper three curves were obtained with cells grown in the light, the lower three with 

dark-grown cells. The spectra were measured with a Beckman DU spectrophotometer, using the opal 
glass technique of SHIBATA et al. (1954) to overcome the effects of scattering 


When grown at high light intensities (9,000—15,000 lux.), Cyanidium 
lost almost all of its phycocyanin and much of its chlorophyll; the culture 
was light yellowish green. This type of material may be found under 
natural conditions (HrrosE 1950). Reduction of the light intensity to 
ca. 3,000 lux. resulted in bright blue-green cultures. Growth was not 
materially affected. 

Cyanidiwm was found to carry out normal green plant photosynthesis, 
with production of oxygen and uptake of an equal quantity of carbon 
dioxide. The rate of photosynthesis per unit of chlorophyll was somewhat 
lower than that of Chlorella cultures under comparable conditions of 
temperature and light intensity (20° C., 6000 lux. of “cerise’’? neon- 
fluorescent light), as might have been predicted from the lower rate of 
growth of Cyanidium at this temperature (see below). Moreover, the rate 
of photosynthesis per unit of chlorophyll haslittle meaning for C yanidium, 
since recent measurements (Haxo and ALLEN, in preparation) have indi- 
cated that the efficiency of utilization o chlorophyll-absorbed light by 0 ya- 
nidium is very low; only light absorbed by phycocyanin is used effectively. 


) 
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The acid tolerance of Cyanidium is one of its most striking character- 
istics. As already mentioned, the spring from which one of the strains was 
isolated contained 0.1 N H,SO,; cultures have been grown in the labora- 
tory in 1 N H,S0,. This extraordinary acid tolerance must be achieved by 
an efficient mechanism for exclusion of hydrogen ions from the cell, since 
the chlorophyll molecule could not be maintained intact if the intra- 
cellular py were the same as that of the surrounding medium. When cells 
of Cyanidium were frozen in their 


_ Table2. culture medium, being thereby 
Culture medium for Cyanidium caldarium rendered non-viable, the chloro- 
Macroelements Microelements phyll in them was converted to 


(NH,),80, 0.01 M |oved agg DReophytin jainh pthaming is 
KH,PO, 0.002 M Mn0.5 mg./l. Cells. 

MgSO, 0.001 M B 0.5 mg./l. Extreme acidity isnot, however, 
CaCl, 0.0005 M Zn 0.05 mg./l. required for the growth of Cyani- 
say ear ta YE! oo Cu 0.02 mg./l.  qium. It will grow at a neutral px, 


Mo 0.01 ./l. ; 
<a 0.01 ae but does not do as well, especially 


Forrapid growth in the light, the medium aay continued culture, as in a more 
is aerated with 5°/,CO, in air. For growth acid medium. The alga has been 
in the dark, 1°/, glucose is added to the maintained in a vigorous con- 


medium. dition during several years of 

cultivation on a medium brought 
to po 2 with sulfuric acid. Agar media, which cannot be prepared with 
such a low pq, have been adjusted to py 4—5 by addition of sulfuric 
acid after autoclaving the medium. 

Cyanidium is not only acid-resistant, but also has a thermal tolerance 
which is unusual for a chlorophyte. The spring from which the Sonoma 
County strain was isolated had a temperature of 75—80° C. CopELAND 
(1936) reported a temperature range of 34—80° C. for the alga in the 
Yellowstone region. The laboratory cultures, which have been maintained 
at ordinary temperatures for several years, have, as often happens with 
thermophilic organisms, lost some of their thermal tolerance, but have 
retained the ability to grow up to 55° C., with the optimal growth tem- 
perature in the 45—50° C. range. For reasons of convenience, however, 
Cyanidium has usually been grown at room temperature (ca. 25° C.). 
At this temperature, with other conditions optimal, cultures have 
doubled their weight in approximately a day. 

Like some strains of Huglena (CRAMER and Myrrs 1952), Cyanidium 
cannot reduce nitrates to form cell material, and must be supplied with 
nitrogen in the form of ammonia, amino acids, or urea. Ammonia has been 
the nitrogen source usually used; in the acid Cyanidium medium it does 
not have the toxicity that is often encountered. Other nutritional re- 
quirements have not been investigated; excellent growth has been 


et a 
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obtained by supplying the macro- and micronutrients found to be required 
by other green and blue-green algae (ALLEN and ARNON 1955; ARNON et 
al., 1955). The medium used for growth of Cyanidium is shown in Table 2. 


Discussion 


The presence of the pigment system of Cyanidiwm caldarium in an alga 
that is morphologically and in many aspects of its general physiology a 
typical chlorophyte is surprising in view of the generally regular and 
characteristic distribution of pigments among the various groups of algae 
(cf. StRAIN 1958). Two possibilities which have been advanced to resolve 
this anomaly are (1) that Cyanidium is a colorless chlorophyte with a 
symbiotic blue-green alga, and (2) that it is not a chlorophyte at all, but 
a coccoid cryptomonad (BouRELLY 1954; Foae 1956). 

The first possibility, that of a symbiotic blue-green alga, appears extremely 
unlikely in view of the pigmentation of Cyanidiwm when grown in the dark. While 
some cyanophytes can be grown in the dark on sugar (ALLISON et al., 1937; STOKES 
1940; ALLEN 1952), they grow very slowly in the absence of light, and the dark 
grown blue-green algae are deeply pigmented. It is difficult to reconcile this pattern 
of behavior with that of Cyanidium, which grows in the dark at a rate comparable to 
that of its growth in the light, which is normally colorless when grown in the dark, 
yet which forms variant cells which produce the green and blue pigments in darkness. 
Moreover, the presence of a blue-green symbiont would imply that the alga should 
contain a e-diaminopimelic acid, which is a constituent of the blue-green algae and 
most bacteria, but diaminopimelic acid was found to be lacking in Cyanidiwm (WoRK 
and Drwey 1953). 

The second possibility has also been rendered unlikely by recent work 
on the pigment system of the cryptomonads (ALLEN 1958a; ALLEN, 
McLavextin, and DouGHERTY 1958). Two blue-green colored crypto- 
monads were found to contain a phycobilin-type pigment, but the absorp- 
tion spectrum of this pigment was distinctly different from that of C- 
phycocyanin, whereas the blue pigment of Cyanidium is spectroscopically 
indistinguishable from C-phycocyanin from blue-green algae. There are 
also preliminary indications that the chlorophyll of the cryptomonads 
may differ from that of Cyanidium. 

In the absence of any evidence which would permit placing Cyanidium 
in some other group of algae, it appears necessary to consider it as a 
chlorophyte. It may be noted that other examples of chlorophytes with 
anomalous pigmentation are known. 

Borzscu (1922) described a red Palmellococcus which contained a typical C- 
phycoerythrin. Its chlorophyll was not investigated. A blue Scenedesmus has been 
described, without any investigation of its pigments, by SCHILLER (1954). Nanno- 
chloris oculata (Diogenes rotundus of PENNINGTON 1941) contains chlorophyll a as its 
only chlorophyll, as do several mutant strains of Chlorella pyrenoidosa (ALLEN 1958b). 

The significance of these unusual pigmentations, especially the pres- 
ence of phycobilin-type pigments, remains to be explained. It is tempting 


276 Mary Bevue ALLEN: 


to try to use pigmentation to elucidate phylogenetic relationships among 
the Protista. Arguments have recently been presented for the idea that 
the possession of bilichromoprotein pigments by the cryptomonads 
indicates that they should be assigneda position as the most primitive of the 
flagellates, as the first organisms to make the transition from the red algal 
to the flagellate level (DoucHERTY and ALLEN 1958; cf. also PROVASOLI 
1957). This idea may, however, have to be abandoned if preliminary 
indications of the presence of chlorophyll ¢ in the cryptomonads (ALLEN 
and FRENCH, unpublished) are confirmed. Since evidence so far (GRANICK 
1951) indicates that the biosynthetic chain of the phycobilins is closely 
related to that of the chlorophylls, it is quite possible that the ability to 
form phycobilins has appeared several times in evolutionary history, and 
that the possession of these pigments by an alga has no phylogenetic 
significance. It is worth noting in this connection that not only the bili- 
chromoprotein complexes, but also the phycocyanin chromophores 
obtained from different groups of algae are different (O HEocHA 1958). 

Regardless of its phylogenetic position, Cyanidiuwm promises to be an 
excellent organism for the study of the formation and function of phy- 
cobilin pigments, since the synthesis of these pigments can be easily 
controlled by varying the amount of light used in culturing the alga. 
Moreover, the presence of “inactive” chlorophyll in an alga so amenable to 
experimental alterations of its pigment system should make it possible 
to investigate the reasons for this puzzling phenomenon more thoroughly 
than has been possible with the red and blue-green algae in which inactive 
chlorophyll has previously been observed (HAxo and Buiinxs 1950; 
DuyseEns 1952). 
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Summary 

Cyanidium caldarium, an alga found in acid hot springs troughout the — 
world, has a morphology and developmental history resembling those of 
Chlorella, but contains C-phycocyanin and no chlorophyll other than 
chlorophyll a. The reasons for considering it to be a member of the 
Chlorophyta are reviewed. 

Cyanidium is also remarkable for its thermal and acid tolerance. It 
grows readily in the dark on sugar media. However, light is required for 
the formation of chlorophyll and phycocyanin except in occasional 
variant cells which can form limited amounts of these pigments in the 
dark. Light-grown Cyanidium carries out normal green plant photo- 
synthesis but resembles the red and some of the blue-green algae in that 
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chlorophyll-absorbed. light is used with lower efficiency than that ab- 
sorbed by phycocyanin. 


The possible significance of the unusual pigmentation of Cyanidium 
is discussed. 


References 


AuuEn, M. B.: Arch. Mikrobiol. 17, 34 (1952). — Rapp. et comm. VIII¢ Cong. Int. 
de Bot. Sec. 7,p. 41 (1954). — Comm.to IV Intern. Cong. Biochemistry. In press 
(1958a). — Proc. Brookhaven Symposium onthe Photochemical Apparatus. In press 
(1958b). — Aten, M. B., and D. I. Arnon: Plant Physiol. 30, 366 (1955). — ALLEN, 
M.B., J. J. A. McLaventi and E.C. DovcHeErty: in preparation (1958). — 
Autison, F. E., 8. P. Hoover and H. J. Morris: Bot. Gaz. 98, 433 (1937). — 
Arnon, D.I., P. 8S. Icntoxa, G. WessgxL, A. Fustwara and J.T. Wootiey: Phy- 
siol. Plantarum 8, 538 (1955). 

Boresscu, K.: Ber. d. d. bot. Ges. 40, 288 (1922). — Bourg ty, P.: Personal 
communication (1954). 

CopELAND, J. E.: Ann. New York Acad. Sci. 36, 1 (1936). — Crammr, M., and 
J. Myzurs: Arch. Mikrobiol. 17, 384 (1952). 

DovucHeErTy, E.C., and M. B. Atuen: J. Protozool. 8, suppl., 12 (1956). — 
Comm. to XVth Intern. Congr. of Zool. In press (1958). — Duysens, L. N. M.: 
Transfer of excitation energy in photosynthesis. Dissertation. Utrecht 1952. 

Emoto, Y., and H. Hirose: J. Jap. Bot. 16, 410 (1940). — Emoro, Y., and 
Y. Yonepa: Ecol. Rev. 6, 10 (1940). 

Foaa, G. E.: Bact. Rev. 20, 148 (1956). 

GerrLer, L.: Arch. Hydrobiol., suppl. Bd. 14, 388—391, 553—715 (1936). — 
Goopwtin, T. W.: J. gen. Microbiol. 17, 467 (1957). — Grantck, 8.: Ann. Rev. 
Plant Physiol. 2, 115 (1951). 

Haxo, F. T., and L. R. Brinks: J. gen. Physiol. 38, 389 (1950). — Haxo, F., 
©. OuEocua and P. Norris: Arch. Biochem. 54, 162 (1955). — Hrross, H.: Bot. 
Mag. (Tokyo) 68, 107 (1950). 

Nezcoro, K.: Bot. Mag. (Tokyo) 57, 302 (1943). 

0 HEocnA, C.: Arch. Biochem. 73, 207 (1958). 

PENNINGTON, W.: J. Bot.79, 83 (1941). — Provasort, L.: Boll. Zool. 22, 143 
(1956/1957). 

RasrnowitcH, E. R.: Photosynthesis and Related Processes, Vol. I, part 1. 
Interscience. New York 1951. 

Sommer, J.: Osterr. bot. Z. 101, 236—284 (1954). — SETCHELL, W. A.: Phyco- 
theca Borealis Americana, Fasc. 18, No. 851 (1901). — Surpata, K., A. A. BENSON 
and M. Catvry: Biochim. biophys. Acta 15, 461 (1954). — Smiru, J. H.C., and 
A. Benrrez: in Modern Methods of Plant Analysis, vol. IV, p. 142, Berlin: Springer 
1955. — Sroxss, J. L.: Soil Sci. 49, 265 (1940). — Srrain, H. H.: Chloroplast 
pigments and chromatographic analysis. 32nd Annual Priestley Lectures, Penn. 
State Univ. (1958). — Swinete, S. M.,and A. TisELtus: Biochem. J. 48,171 (1951). 

Trupen, J. E.: American Algae, No. 198 (1896). — Bot. Gaz. 25, 89 (1898). 

Wrst, G. S.: J. Bot. 42, 287 (1904). — WINTERSTEIN, A., and G. Stern: Hoppe- 
Seylers Z. physiol. Chem. 220, 263 (1933). —Work, E. J., and D. L. Dewey: J. gen. 
Microbiol. 9, 394 (1953). 


~ 


Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 32, S. 278—285 (1959) 


(Aus dem Organisch-Chemischen Institut, Biochem. Abt., d. Universitat Géttingen) 


Stoffwechsel und Actinomycinbildung von Streptomyceten 


Von 
PAUL PRAVE* 


Mit 1 Textabbildung 
(Eingegangen am 31. Juli 1958) 


Die in der Sammlung des Instituts gehaltenen Actinomycin bildenden 
Streptomyceten zeigten im Laufe einiger Kulturjahre starke Ver- 
anderungen ihres Stoffwechsels, insbesondere in ihrer Fahigkeit, Actino- 
mycin zu bilden. Diese Erscheinung erfafte einen grofen Teil der in 
Frage kommenden Stiémme. Meist ging die Actinomycinausbeute stark 
zuriick oder blieb sogar ganz aus, wobei vereinzelt eine braungelbe 
Verfairbung der Kulturen auftrat. Dieser oft durch Selektion erklarbare 
Vorgang 1aé8t in dem AusmaB, in dem er auftritt, auf einen interessanten 
Stoffwechsel schlieBen. 

In der vorliegenden Arbeit wurde der allgemeine Kohlenhydratstoff- 
wechsel von Actinomycin bildenden Streptomyceten im Vergleich zu 
solchen Streptomyces-Stémmen untersucht, die urspriinglich Actinomycin 
bildeten, diese Fahigkeit aber im Laufe langer Kulturzeit einbtBten. 


Tabelle 1 
Bez. i. d. Arbeit Stammbez. Bemerkung Actinomycin 
i Brasil 1367 aus Erdkulturt C 
2 Esch 1461 von Agarkultur C 
3 Plo 330a/2137 von Agarkultur (C) braungelb 
4 Plo 3304/2135 aus Erdkultur! C 
5 Plo 330.a/2135 von Agarkultur (C) braungelb 
6 Imme 797 aus Erdkultur! I 
if Afro 2296 von Agarkultur C 
8 Afro 2296/71 Mutante? (C) 
9 Afro 2296/61 Mutante? (C) farblos 
10 Ital 1131 von Agarkultur xX 


Material und Methodik 


Streptomyceten-Stamme. Fiir die Versuche wurden die in Tab.1 aufge- 
fiihrtenStreptomyceten verwendet,die in derSammlung des Instituts gehalten werden. 


* Fraulein H. ScurépER und Herrn S. Unt danke ich fiir verstandnisvolle 
technische Hilfe. 


* Diese Stémme wurden nach Frommer (1956) in Erdkultur gehalten. 


* Die Mutanten wurden von Herrn Dr. ScnOnwALDER hergestellt. Strahlen- 
intensitat 100000 r/30 min, Strahlenquelle ®Co 15 Curie. 
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Kultur. Die Staimme wurden von den Agar- bzw.’ Erdkulturen’ auf Glycerin- 
Glykokoll-Agar gebracht und von dort in die generell verwendete Glycerin-KNO,- 
Nahrlésung! geimpft. Fiir Submerskultur wurden 1 1-Erlenmeyerkolben verwendet, 
die 150 ml Nahrlésung enthielten und geschiittelt wurden. Hinreichend anaerobe 
Kulturen wurden mit vollen Literkolben, die durch einen Gummistopfen ver- 
schlossen waren, erreicht. Temperatur immer 28° C. 

Die Trockensubstanz wurde durch Auswiegen abzentrifugierter und bei 
105° C getrockneter Mycelmasse bestimmt. 

Die Glycerinbestimmung wurde nach THALER und Ross (1950) durch- 
gefiihrt. 

Die Stoffwechselgr68en wurden in einer Warburg-Apparatur gemessen. Die 
GefaBe enthielten jeweils 1 ml Mycelsuspension (10 mg Trockensubstanz je Milli- 
liter), die mit Aqua dest. und Puffer gewaschen, in Phosphat-Puffer suspendiert 
wurde, 1 ml des betreffenden Substrates sowie 0,2 ml 20°/,ige KOH im Mittel- 
gefaB. Aerobe Versuche mit Luft, anaerobe mit Stickstoff, Temperatur 28° C. 
Die StoffwechselgréBen errechnen sich aus mm /mg - Std. 

Die organischen Sauren wurden aus der sauren Nahrlésung mit Ather in der 
Kutscher-Steudel-Apparatur extrahiert. Qualitativer Nachweis durch absteigende 
Papierchromatographie. — Essigsiure, Propionsdure, Buttersiure, Valeriansiure 
mit dem System Athanol: konz. Ammoniak = 100:1; Nachweis mit einer 0,04°/,igen 
Bromkresollésung in 95°/jigem Athanol, die mit verd. NaOH auf blaugriin ein- 
gestellt wurde. Milchsaure, Brenztraubensaure, Oxalsaure, Malonséiure, Bernstein- 
siure, Fumarsaure, Apfelsiure, Weinsiure, Citronensiure und «-Ketoglutarsaiure 
mit einem System aus 140 ml Ather, 10 ml Hisessig und 10 ml Wasser; Nachweis 
wie oben. 

Die Actinomycine wurden mit Benzol oder Butylacetat aus der Nahrlésung 
extrahiert, der Auszug zur Trockne eingedampft und der Riickstand mit Methanol 
aufgenommen. Eine Probe dieser Lésung wurde mit Actinomycin im Ringchromato- 
gramm verglichen. System fiir Actinomycin C—Butylacetat:Dibutylather: 
10°/,ige Kresotinatlosung = 3:1:4; System fiir Actinomycin X—Butanol: Di- 
butylather:10°/,ige Kresotinatlosung = 2:3:5. Die quantitative Bestimmung 
erfolgte im Benzolauszug colorimetrisch bei 436 my. 

Die antibiotischen Teste wurden gegen Bacillus subtilis mit Actinomycin I als 
Standard im Verdiinnungstest bzw. als Plattentest durchgefihrt. 


Ergebnisse 


Im Hinblick auf die Arbeiten von PripHaM u. GorrLiEB (1948) sowie 
Benepicr et al. (1955) wurde eine Reihe von Kohlenstoff- Quellen 
zusammengestellt und in der Schiittelkultur das Wachstum ermittelt 
(Tab. 2). 

Die Actinomycinbildung lieB sich chromatographisch oder im anti- 
biotischen Test nachweisen. 

Die verschiedenen Actinomycin-Bildner zeigen in dieser Zusammen- 
stellung Unterschiede im Vermégen, einzelne Kohlenhydrate zu ver- 
werten. Besonders Arabinose, Xylose, Rhamnose, Sorbose, Lactose, 
Raffinose, Na-acetat und Na-citrat werden unterschiedlich verwertet. 


1 20/, Glycerin; 1°/, KNO3; 0,19/, KpHPO,; 0,19/) NaCl; 0,005 °/) MgSO,; 0,01°/, 
FeSO,; 0,001°/, CaCO . 
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Nach PripHaM u. Gorriies (1948) lassen sich Stamm J und 6 als A-105 
bestimmen. Stamm 5 (Actinomycin I-Bildung) und die Stamme 2—4sind 
nicht einzuordnen. 

Alle auf Arabinose, Fructose und Lactose gewachsenen Stamme 


bilden kein Actinomycin?. 


Tabelle 2. Kohlenstoffquellen-Verwertung verschiedener Stdémme 
(C- Quelle 1°/, zur Nahrlésung) 


C- Quelle 1°/o 


Stamm J 
Act. C- 
Bildner 


Stamm 6 
Act. I- 
Bildner 


Stamm 7 
Act. C- 
Bildner 


Stamm 9 
keine Act.- 
Bildung 


Stamm 10 
Act. X- 
Bildner 


1 (+) Arabinose 
d (+) Xylose 
d-Galaktose 
d-Fructose 


| 
| 


Lactose 
Maltose 


[H+t+t+t]+4+4+I/11)4+H+/ 4 


Na-citrat . 
Glycerin 


t+e+tt¢e+4¢4+4+/]/4+4+ [4/1 
t+t¢4¢+4+4tH4+4+ 1/1 4+4+4+4+4+4+4 | 
++++I/HH++H+++4+H + | 
HHt+++tH+ttt+et+4¢74+4+H4+ 


+ = gutes Wachstum, + = schlechtes Wachstum, — = kein Wachstum. 


Actinomycin C-Bildung fehlt Stamm 7, wenn er auf Raffinose, Sorbit, 
Dulcit und Inosit wuchs. 

Die Staémme 3, 5 und § (keine Actinomycin-Bildung) geben jeweils 
andere Verwertungsspektren. 

Die Permeabilitét der verschiedenen C-Quellen wurde nicht unter- 
sucht. 

Somit ergibt sich, daB die unterschiedliche Verwertung der C-Quellen 
zur Bestimmung einzelner Stamme verwendbar ist. Sie kann aber nicht 
herangezogen werden, um die Art der gebildeten Actinomycine zu 
bestimmen., 

Vier Staémme (Tab. 1: 7, 6, 9, 10) wurden ausgewahlt und als Schiittel- 
kultur kultiviert. Die gemessenen Werte der Trockensubstanz-, 


Glycerin- und Actinomycinbestimmung sind in Abb.1 wieder- 
gegeben. 


' Nach Karz u. Mitarb. (1958) verhalt sich Str. antibioticus etwas anders. 
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Es zeigt sich, dai die héchste Actinomycinbildung nach der log- 
arithmischen Wachstumsphase zu erwarten ist, wobei die Art und Menge 
der Stickstoffquelle den entscheidenden Einflu8 ausiibt (PrEnnia 
1953). 

Der py-Wert von anfangs 6,8—7,2 erreicht erst nach 12—14 Tagen 
den alkalischen Bereich (py 8,2). Das leichte Ansteigen der Werte der 
Glycerinbestimmung wurde mehrfach reproduziert. Nach 14 Tagen 
nimmt der Glyceringehalt ab (in 
Abb.1 nur fir Stamm 9 und 10 
bestimmt). 

Bei einer Reihe von Stammen 
treten Degenerationen im Sinne einer 
fehlenden Actinomycinbildung auf. 
Die hier verwendeten Stamme 3, 
5 und 6 (Abb. 1) gehoren hierzu. 

Veranderungen des Stoffwechsel- 
verlaufs zeigten sich auch beim An- 
satz von Oberflachenkulturen. 
Die guten Actinomycin-Bildner zeig- 
ten eine gute Ausbildung der Pilz- 
decke mit starker Actinomycin- 
bildung. Hierzu geh6ren die Stamme 
1, 2, 4, 7 und 10. Die restlichen 
Stémme (Tab. 1) wuchsen in den 
unbewegten Kulturen untergetaucht, 
also weitgehend anaerob und bildeten 
kein Actinomycin. Lediglich der 


Glycerin 


Trockensubstanz 


Actnomyein 


Actinomycin I-Stamm 6 bildete nach . E e ge Tage 72 7 
langerer Zeit wenlg Luftmycel und Abb. 1. Glycerin-, Trockensubstanz- und 

inomvein. Anaerobe Kultivierun Actinomycinbestimmung der Stéamme J 
me y ais - ; 8 (Act. C). 6 (Act. I), 10 (Act. X) und 9 
brachte bei diesen Stammen eine ge- (kein Actinomycin). Stamm 1: O—O, 


Stamm 6: O—O, Stamm 9: @----®@. 


ringe Trockensubstanzzunahme aber Teg tan 


keine meBbare Actinomycinbildung. 

Um das Vermégen des Mycels zum aeroben oder anaeroben Stoff- 
wechsel festzustellen, wurde der Kultur an bestimmten Tagen das 
Mycel abgenommen und die Stoffwechselgré8en gemessen (Tab. 3). 

Hier zeigt sich, wie bei den Oberflaichenkulturen, daB die Stémme 
mit guter Actinomycinausbeute eine im Verhaltnis zur anaeroben 
Glykolyse (Q3) groBe aerobe Atmung aufweisen (Stamm 4 und 7). 
Das Absinken der Werte nach mehreren Kulturtagen ist auf die 
Erschépfung des Nahrsubstrates (Abb. 1) und die damit einsetzende 
Autolyse zuriickzufiihren. Das von Dorie (1957) bei Rhodomycin- 
bildenden Stammen festgestellte rapide Ansteigen der Atmung zum 


bo 
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Zeitpunkt der Rhodomycinbildung konnte indessen bei Actinomycin- 
bildnern nicht beobachtet werden, wie besondere 12stiindliche Qo, Be- 
stimmungen ergaben. 

Stamm 4 (ein ehemaliger Actinomycin C-Bildner) zeigt sehr gut den 
Ubergang in eine andere Stoffwechselform ; bei ihm tiberwiegt zuerst der 
Garungsstoffwechsel. Am 4.Tage setzt dann eine Antibioticumbildung 


Tabelle 3. Stoffwechselgropen Qo,, Qu, Qu und die R. Q.-Werte fiir die Stimme 4, 5, 
7 und 9 ,Oek. Koeff. fiir Stamm 7 und 9 


Stamm Qo, | Qo Qh: | R.Q. | Oek. Koeff.| Tage 
d eta; eats 2 
Act.-Bildner, i ge 0 — | 1,0 5 
gute Act.-Ausbeute 1 ) 0,3 13377 8 
0.6 0 0,1 1,5 12 
y) / 

5 0 14 ).c3,0 oe 2 

keine Act.-Bildung, aber 1,5 0 0 1,1 5 
Wirksamkeit gegen 1,5 0 0,5 1,2 8 
S. aureus 0,3 0 0,1 1,0 12 

fi 5,0 0.1 } 2.2 1,0 1,0 2 

Act. C-Bildner, gute 4,6 OV y'O.G 0,9 4,8 4 
Act.-Ausbeute (0,6?) 0 0,1 0,8 | 15,0 6 
at 0 0 163) asco 9 

1,4 0 0 0:7:4...2430 13 

g 0 0 9,2 / 8 Ses 04 2, 

Mutante (7) farblos Os 0,2 130 WO tle 4 
tes 0 0 0,6 6,3 6 

2,6 0 0 0,7 11,5 9 

2,5 0 0 10 anitleo 13 


ein, wahrend gleichzeitig die Fahigkeit zur aeroben Atmung ge- 
messen wurde. Stamm 9 mit anfangs hoher anaerober CO,-Bildung zeigt 
nach 4 Kulturtagen auch wieder eine Atmung. Nach 17tigiger Be- 
briittung tritt in der Nahrlésung eine leicht bréunliche Farbung mit sehr 
geringer antibiotischer Aktivitat auf?. 

Das Kulturfiltrat wurde nun auf das Vorkommen von Carbon- 
sauren untersucht. Tab. 4 zeigt die in der Néahrlésung verschie- 
dener Stémme gefundenen Séuren. Im Mycel lieBen sich meist nur 


Spuren nachweisen, weshalb diese Werte nicht in Tab. 4 aufgefiihrt 
wurden. 


* Die braunlichgelbe Nihrlésung lieB sich mit keinem Lésungsmittel extra- 
hieren, zeigte aber im Test gegen Bacillus subtilis antibiotische Aktivitat. 
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Nicht nachzuweisen waren a-Ketoglutarsiure, Bernsteinsiure (in 
Spuren bei Stamm 6) und Apfelsiure. Neben dem regelmaBigen Auf- 
treten von Propionsaure bei allen Stémmen fallt das sehr ahnliche Fett- 
sauren-Inventar der Actinomycin C-Bildner auf. Fiir die Klirung der 
Stoffwechselvorginge bei der Actinomycinbildung sind das Fehlen 


Tabelle 4. Organische Sduren und Fettséiuren im Na&hrsubstrat 
Abgeschatzte Menge: +, ++, +++ 


£ 3 S Ee 5 5 < o 3 
Paes 5 g z & : g 5 z % |Tage 

2 a 8 3 Selé|¢4 5 als 

Sih ie eee See taa se | 2 ta 8 

i) a > 4 AS la | = So |O|] & 
1,4 ++ + + 2 
Act. C-Bildner, gute Tea 5 
Act.-Ausbeute + | ++ 8 
Gir chad a he Nee ake = 12 
3,9 ++ ++ - 2 
keine Act.-Bildung, ++ 5 
Wirksamkeit gegen + Eo 8 
S. aureus 12 
6 ++ ++ 2 
Act. I-Bildner, aes mie cl 5 
schlechte eee eee (eran | Geaecr il ee stop 8 
Act.-Ausbeute pene abee zine, 12 
7 ++ ++ + 2 
Act. C-Bildner, gute + 4 ah f 4 
Act.-Ausbeute - + a, |) 
++]+4++] + 9 
+ [++] ++ 13 
9 + + | ++ 2 
Mutante (7) farblos = Sgn pies lien 4 
Seep ts {Pi a 6 
++ + ++] 9 
i Si 13 


der Essigsiure bei dem farblosen Stamm 9 sowie bei den degenerierten 
~ Actinomycin-Bildnern 3 und 4 bemerkenswert, weiterhin die Milchsaure- 
bildung des farblosen Stammes, die auch DOLLE fiir die farblose Variante 
von Streptomyces purpurascens feststellte. 

Die Vermutung, da& der Actinomycinstoffwechsel tiber den Citronen = 
sdurecyclus lauft, lag nahe, da auch PRIDHAM u. GOTTLIEB (1948) fiir 


Streptomyces coelicolor diesen Weg bewiesen. Kulturen des Stammes 7, 
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die mit 0,03 m Malonsdure versetzt wurden, bildeten bei fallendem 
Mgt+-Anteil der Nahrlésung (Mg++ hemmen die Malonséurewirkung) 
kein Actinomycin mehr. Die geringeren MgSO,-Einwaagen reichten in 
der Blindprobe fiir eine normale -Actinomycinbildung aus. Da Malon- 


siure den Citronensaéurecyclus hemmt, liegt der SchluB nahe, daB die — 


Actinomycinbildung mit dem Cyclus eng verbunden ist. 


Besprechung der Ergebnisse 


Die verschiedene Actinomycine bildenden Stéamme zeigen in den 


Trockensubstanz-, Glycerin- und pq-Bestimmungen keine auffallenden — 


Unterschiede. 


Die C-, I- und X-Actinomycinbildner haben unterschiedliche Ver- — 


wertungsspektren. Mit Hilfe dieser Verwertungsspektren kann man 
einzelne Stimme bestimmen. Da aber auch Stémme, die das gleiche 
Actinomycin bilden, verschiedene C-Quellen verwerten, kann keine 
Aussage tiber die Art des Actinomycins gemacht werden. 

Schlecht (Stamm 2) oder kein (Stémme 3, 5, 8 und 9) Actinomycin 
bildende Stamme unterscheiden sich von den gut Actinomycin 
bildenden Stémmen dadurch, daB sie in Standkulturen untergetaucht 
und nicht an der Oberflaéche wuchsen. Die guten Actinomycinbildner 
wuchsen dagegen auf Oberflachenkulturen normal, wihrend die anderen 
Stémme unbefriedigendes Wachstum zeigten. Die StoffwechselgréBen 
bestatigen diese Beobachtung. Héhere Qo,-Werte wurden von guten 
Antibiotica-Bildnern, héhere Qi:- Werte von den anderen Stémmen 
erhalten. Die Respirations- Quotienten unterstreichen das. 

Bemerkenswert ist das offenbar leichte Umschlagen von einem stark 
anaeroben Stoffwechsel zu normalem Atmungsstoffwechsel, mit dem 
dann wieder schneller oder langsamer eine Antibioticabildung erscheint. 
Die Oekonomischen Koeffizienten lassen den SchluB zu, daB® die Actino- 
mycinbildung nicht als undkonomisch anzusprechen ist. Bemerkenswert 
ist das Fehlen von KEssigsiure und das Auftreten von Milchsiure bei dem 
nicht Actinomycin bildenden Stamm sowie das Fehlen der Actinomycin- 
bildung bei Malonsdure-Zugaben. Diese Ergebnisse lassen vermuten, 


daB der Citronensdurecyclus mit der Actinomycinbildung im Zusammen- 
hang steht. 


Zusammenfassung 


1. Die Actinomycinbildung von Streptomyceten ist eng mit einer 
guten O,-Versorgung verbunden. 


Das Auftreten von héheren Q¥?-Werten schlie8t Actinomycinbildung 


aus. 


Die C- Quellenverwertung ist spezifisch fiir die Bestimmung einzelner 
Staémme. 


woe 
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2. Der Stoffwechsel von Actinomycin- und ehemaligen Actinomycin- 
bildnern ist 6konomisch und wahrscheinlich mit dem Citronensdure- 
cyclus verbunden. 


Herrn Prof. Dr. H. Brockmann danke ich fiir die Férderung, der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft fiir materielle Unterstiitzung der Arbeit. 
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Citronensdurecyclus und Actinomycinbildung 


Von 
PAUL PRAVE* 


Mit 9 Textabbildungen 
(Eingegangen am 31. Juli 1958 ) 


Aus der stoffwechselphysiologischen Arbeit tiber die Actinomycin- 
bildung ging hervor, daB die Bildung dieses Antibioticums eng mit dem 
Citronensadurecyclus verbunden ist (PRAVE 1958). Die Unterschiede der 
StoffwechselgréBen, die in der Nahrlésung auftretenden Carbonsaéuren 
und die Bevorzugung bestimmter Kulturarten festigten diese Ver- 
mutung. In der vorliegenden Arbeit wurde die Actinomycinbildung und 
ihre Verbindung zum Citronensaurecyclus an einem Actinomycin bilden- 
den und einem kein Actinomycin bildenden Streptomyces-Stamm unter- 
sucht. 


Material und Methodik 


Stamme. Die Stémme Streptomyces Afro 2296 (Actinomycin C-Bildner) und 
Streptomyces Afro 2296/61 (Mutante, keine Actinomycin C-Bildung) wurden ver- 
wendet. Stamm 2296 ist ein guter Actinomycinbildner, Stamm 2296/61 bildet nach 
14—17 Tagen eine die Nahrlésung schwach braunlich-gelb fiirbende Substanz mit 
geringer antibiotischer Aktivitat. 


Kultur. Die auf Glycerin-Glykokoll-Agar gezogenen Staémme wurden in 
Glycerin-K NO,-Nahrlosung! 2 Tage vorgezogen und dann zu den Versuchen als 
Impfmasse verwendet (immer 1 ml). Kultiviert wurde in 1 ]-Erlenmeyerkolben mit 
150 ml Nahrlésung auf einer Schiittelmaschine, Temperatur 28°C. Das Mycel 
wurde zu bestimmten Zeiten abgenommen und mehrfach mit Aqua dest. und 
Phosphatpuffer gewaschen. 


Messungen in der Warburgapparatur. Fir Untersuchungen mit lebendem © 
Mycel wurden jeweils 1 ml Zellsuspension (immer 10 mg Trockensubstanz), 1 ml 
des betreffenden Substrates und insgesamt 1 ml Zusiitze sowie 0,2 ml 20°/,ige KOH 
(in den Mitteleinsatz) pipettiert. Mycelextrakte wurden in einem Glashomogenisator 
unter Kiihlung hergestellt und in einer isotonischen KCl-Lésung aufgefangen. Die 
Molaritaten der Zugaben sind in den einzelnen Versuchen angegeben, sie beziehen 
sich immer auf ein Gesamtvolumen von 3,2 ml je GefaB. 


Trockensubstanz. Das Mycel wurde abzentrifugiert, gewaschen, bei 105° C 
getrocknet und gewogen. 


* Fri. H. Scurdéper und Fri. U. Tuerrz danke ich fiir technische Hilfe. 
1 2°/, Glycerin; 1°/) KNO,; 0,1°/, K,HPQ,; 0,1°/) NaCl; 0,005°/, MgSO,; 0,001°/, 
FeSO,; 0,001°/, CaCO,. 
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Actinomycin. Die Nahrlésung wurde mit Benzol oder Butylacetat aus- 
geschiittelt, nach Abdampfen des Lésungsmittels mit Methanol aufgenommen, auf 
ein Ringchromatogramm aufgetragen und im System Butanol: Dibutylather : 
10°/,ige Kresotinatlésung = 2:3:5 bestimmt. 

Antibiotische Teste gegen Bacillus subtilis als Verdiinnungs- bzw. Plattentest 
(Standard Actinomycin I). 

Ergebnisse 
Oxydation der Komponenten des Citronensdurecyclus 
durch Mycel und Extrakt 

Der Citronensaurecyclus scheint entscheidenden Kinflu8 auf die Actino- 
mycinbildung zu haben. Wenn 0,03 m Malonsaure zu Kulturlosungen 
eines guten Actinomycinbildners gegeben wurde, blieb die Bildung des 
Actinomycins aus. 

Zunachst sollte festgestellt werden, inwieweit das Mycel der beiden 
benutzten Stémme in der Lage war, die einzelnen Komponenten des 
Citronensaurecyclus zu oxydieren (Abb.1—4). Dazu wurde Mycel von 
2 und 4 bzw. 5 Tage alten Kulturen abgenommen, gewaschen und in 
Phosphatpuffer (pq 5,3) suspendiert. Die Mycelsuspension wurde mit 
den verschiedenen Saéuren und Zusatzen in die GefaBe pipettiert. 

Das junge Mycel des Stammes 2296 (Actinomycinbildner) (Abb. 1) 
kann Apfelsaure, Brenztraubensaure und Natriumacetat nicht oxydieren, 
wohl aber die anderen Komponenten. Das 5 Tage alte Mycel des 
Stammes (Abb. 2) oxydiert alle Komponenten, die zugesetzt wurden. 

Stamm 2296/61 bildet kein Actinomycin. Er oxydiert mit jungem 
Mycel nur «-Ketoglutarsiure (Abb. 3). Die Oxydation von Natrium- 
citrat ist nicht eindeutig, was Nachversuche bestatigten. Wenn das 
Mycel alter ist, kann sicher Apfelsiure, Fumarsaure und Natriumacetat 
oxydiert werden (Abb. 4). 

In diesen Versuchen wurde lebendes Mycel verwendet. Die Ergebnisse 
kénnen also nur beriicksichtigt werden, wenn die Permeabilitaét der 
einzelnen Saéurekomponenten aufer acht gelassen. wird. Es war deshalb 
notig, Oxydationsmessungen mit Extrakten zu wiederholen (Abb. 5—8). 

Der Actinomycin bildende Stamm 2296 kann mit seinem aus 2 Tage 
altem Mycel gewonnenen Extrakt Fumarsaure und Citronensdure nicht 
verwerten (Abb. 5). Die Citronensaure ist in Abb. 5 nicht eingezeichnet, 
da sich Plus-Werte ergaben. Da CO, durch die 20°/,ige KOH-Lésung ab- 
sorbiert wird, muB es sich um eine unbekannte Gasentwicklung handeln. 
Der Extrakt von 4 Tage altem Mycel konnte alle gegebenen Citronen- 
sdurecyclus-Komponenten oxydieren (Abb. 6). 

Stamm 2296/61 vermochte mit den Extrakten von 2- und 4taigigem 
Mycel mit Ausnahme des Citrats, alle Saéuren zu oxydieren. Beide 
Extrakte oxydierten kein Citrat (Abb. 7 u. 8). 

Wenn man von der Citratoxydation absieht, waren die Extrakte eher 
als das Mycel in der Lage, die Komponenten des Cyclus zu oxydieren. 
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Abb. 1. Oxydativer Stoffwechsel von Streptomyces 
2296, Actinomycin C-Bildner. 2 Tage altes Mycel. 
GefiBinhalt: 1 ml Mycelsuspension (10mg TS/ml) 
in Phosphatpuffer (pu 5,3); 1 ml Séuren bzw. 
Glucose 0,01 m, auBer Apfelsiiure 0,02 m und Na- 
acetat 0,005 m; Mg++ 3-10-* m, Mn** 1-10-'m, 
Methylenblau 1 Tropfen, mit Phosphatpuffer 
(0,02 m) von px 5,3 auf 3 ml gebracht; 0,2 ml 
20°/) KOH im Mittelgefa8. Luft, Temperatur 28° C 
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Abb. 2. Oxydativer Stoffwechsel von Streptomyces 
2296, Actinomycinbildner (C). 5 Tage altes Mycel. 
GefaBinhalt und Bedingungen wie Abb 1. 
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Abb. 3. Oxydativer Stoffwechsel von Streptomyces ° 
2296/61, kein Actinomycinbildner. 2 Tage altes 
Mycel. GefiSinhalt und Bedingungen wie Abb. 1 
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Abb. 4, Oxydativer Stoffwechsel von Streptomyces 
2296/61, kein Actinomycinbildner, 4 Tage altes 
Mycel. GefaiBinhalt und Bedingungen wie Abb. 1 
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Besonders bemerkenswert waren die Ergebnisse, die von dem 2téagigen 
Mycel bzw. Extrakt erhalten wurden. Hier fehlen Acetat- und Brenz- 
traubensdureoxydation sowie die Citratoxydation. Es war daher an- 
zunehmen, da die vor und nach der Citronensdurebildung stattfin- 


min 90 


Abb. 5. Oxydativer Stoffwechsel von Strepto- 
myces 2296, Actinomycin C-Bildner. Extrakte 
aus 2 Tage altem Mycel. GefaiSinhalt: 1 ml 
Extrakt (aus 120 mg TS gewonnen); «-Keto- 
glutarsiure 0,01 m, Fumarsdure 0,01 m, Na- 
citrat 0,01 m, Apfelsiure 0,02 m, Glucose 0,01m; 
Adenosintriphosphorsaures Na 1: 10-* m 
(ATP), Diphosphopyridinnucleotid 6-10~* m 
(DPN), Co-Carboxylase 8,5°10-* m (TPP); 
Mg++ 3°10-?m, Mnt+ 1-10->m, Methylen- 
blau 1 Tropfen, mit Phosphatpuffer (0,01 m) 
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denden Stoffwechselvorgange mit 
der Actinomycinbildung im Zu- 
sammenhang stehen. 


| peseities| 

pl Aptelsaure + DPN 

- 9 O 4 

2 20 = 

= " 

A= 

= 

S 

= 

S 10 

>) | o if 

S ; / a: Le 

. ae 77 AT Pr DPN TPP 

fe" ___\-*ce-Ketoglutarsre + ATP+DPWATPP 

ZA ee | 


0 30 60 = min 90 


Abb. 7. Oxydativer Stoffwechsel von Strepto- 

myces 2296/61, kein Actinomycinbildner, Ex- 

trakte aus 2 Tage altem Mycel. GefaBinhalt: 

1m] Extrakt (aus 120 mg TS gewonnen), 
sonst wie Abb. 5 
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Abb. 8. Oxydativer Stoffwechsel von Strepto- 

myces 2296/61, kein Actinomycinbildner. Ex- 

trakte aus 4 Tage altem Mycel. GefaBinhalt: 

1 ml Extrakt (aus 140 mg TS gewonnen), 
sonst wie Abb. 5 


Abb. 6. Oxydativer Stoffwechsel von Strepto- 

myces 2296, Actinomycin C-Bildner. Extrakte 

aus 4 Tage altem Mycel. GefaSinhalt: 1ml 

Extrakt (aus 160mg TS gewonnen), sonst 
wie Abb. 5 
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Einzelne mit dem Citronenséiurecyclus verknipfie Reaktionen 
von Mycel und Extrakt 


Die oben beschriebene Wirkung der Malonsaure 1a8t sich auch mit 
Fluoressigsiure demonstrieren. Stamm 2296 zeigte in der Nahr- 
lésung, in der Glycerin durch je 1°/, Na-acetat oder Essigsaure ersetzt 
wurde, gutes Wachstum sowie Actinomycinbildung. Wenn 0,01 m Fluor- 
essigsiure zugegeben wurde, blieb die Actinomycinbildung aus. 

Nach Extior u. KatnrrsKky (1950) hemmt Fluoressigséure die Acetatoxydation, 
so daB der Citronensiurecyclus durch Mangel an Oxalessigsiure zum Erliegen 
kommt. Es entsteht dabei eine fluorhaltige Citronensiure, die durch Isocitrico- 
dehydrogenase nicht abgebaut werden kann. Es wird sich also Citronensaure an- 
haufen. 

Citronensaure trat bei Stamm 2296/61 (kein Actinomycinbildner) am 
2.,4. und 6. Kulturtage auf, wihrend bei den Actinomycin bildenden 
Stémmen keine Citronensdure nachzuweisen war (PRAVE 1958). 

J odessigsaure ist ein an verschiedenen Stellen angreifender Hemm- 
stoff. Unter anderem hemmt er die Isocitrico-Dehydrogenase, hatte also 
die gleiche Wirkung wie Fluoressigsdure zu verzeichnen, wenn die 
Actinomycinbildung tiber diese Dehydrogenase laufen wiirde. 0,01 m Jod- 
essigsiure hemmt allerdings kaum die Actinomycinbildung des Stam- 
mes 2296. Die auftretende Verminderung der Actinomycinausbeute 
dirfte auf die Nebenwirkungen der Jodessigsdure zuriickzufiihren sein, 
z.B. wird die Oxalbernsteinséurebildung mit 20—40°/, gehemmt. 


Tabelle 1. Oxydative Decarboxylierung der Citronensdure zu a-Ketoglutarsiure 
im Eetrakt 
GefaBinhalt: 1ml Na-citrat, 0,3 ml 7-10-* m Na-arsenit, Mg++ 3-10-% m, 
Mn**1-10~4 m, 1 Tropfen Methylenblau, 0,5 ml 0,008 m Phosphatpuffer (px 7,2), 
1ml Extrakt (aus 360 mg Trockensubstanz), Temperatur 30° C. In 30 min ent- 
wickelte CO,-Menge in jul. Die Werte sind durch Blindproben korrigiert 


Stamm 2296 Stamm 2296/61 
Actinomycinbildner | keine Actinomycin- 
| bildung 
Extrakt vom 2.Tag 45 16 
Extrakt vom 4. Tag 13 20 
wl CO, | 1 CO, 


Dali der Stoffwechsel der Streptomyceten doch iiber den Citronen- 
sdurecyclus laufen kénnte zeigt die oxydative Decarboxylierung der 
Citronensiure zu «-Ketoglutarsiure (Tab. 1). Citronensiure wird ein- 
deutig von beiden Stammextrakten oxydativ decarboxyliert. 

Ks liegt nahe, die Reaktionen der Oxalessigsiure in Zusammenhang 
mit der Actinomycinbildung zu bringen. Zu einer der einleitenden 
Reaktionen des Citronensiurecyclus gehért die Decarboxylierung der 
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Oxalessigsdéure zu Brenztraubensiure und CO,. Die hierfiir verantwort- 
liche Decarboxylase kann manometrisch bestimmt werden. In Tab. 2 
wurden die Decarboxylase-Aktivitaéten der beiden verwendeten 


Tabelle 2. Oxalessigséuredecarboxylase im Hatrakt 
GefaBinhalt: 0,5 ml 0,005 m Phosphatpuffer (px 7,2), Mgtt 3,3- 10-3 m, Mnt* 
1,.0:10-* m, 1m! Extrakt (aus 360 mg Trockensubstanz), 1 ml Oxalessigsiure 
0,03 m, Gesamtvolumen 3,2 ml, Temperatur 25°C, Messen der in 30min ent- 
standenen CO,-Menge (variiert nach CocHRANE u. PECK 1952). 
Werte korrigiert durch Blindproben 


Stamm 2296 Stamm 2296/61 
Actinomycinbildner keine Actinomycin- 
bildung 
Extrakt vom 2.Tag 168 90 
Extrakt vom 4. Tag 0 180 
pl CO, pl CO, 


Tabelle 3. Brenztraubensdéurecarboxylase im Bxtrakt 
GefaBinhalt: 0,5 ml 0,5 m Brenztraubensaure, 0,3 ml 0,5 m Citratpuffer (px 6,0), 
1 ml Extrakt (aus 360 mg Trockensubstanz), Gesamtvolumen 3,2 ml, Temperatur 
30° C. In 3 min entstandene CO,-Menge in pl gemessen. Werte durch Blindproben 


korrigiert 
Stamm 2296 Seamine 7 27s) ee 
Actinomycinbildner | ‘eine eee 
Extrakt vom 2.Tag 12 3 
Extrakt vom 4.Tag 2 0 
wl CO, wl CO, 


Stamme gegeniibergestellt. Der Actinomycinbildner zeigt also zu dem 
Zeitpunkt der beginnenden starkeren Antibioticumbildung (am 4. Tag) 
keine Decarboxylaseaktivitat. 

Mit Acetaldehyd kann die Oxalessigsaure unter Bildung von Acetoin 
abgefangen werden. Mit 0,002 m und 0,0005 m Acetaldehyd wurde bei 
dem Actinomycinbildner dieser ProzeB eingeleitet. Es entstand in diesen 
Kulturen kein Actinomycin. 

Die Brenztraubensaurecarboxylase wurde bei dem Stamm 2296 
und 2296/61 am 2. und 4. Kulturtage gemessen (Tab. 3). Die Aktivitat 
war allerdings gering. Sie betrug als Greensche Fermenteinheit (in 3 min 
100 mm? CO,-Entwicklung) gemessen 0,12 (am 2. Kulturtag) und 0,02 
(am 4. Kulturtag). 


Actinomycin enthalt in seinem Peptidteil eine Reihe von Aminosauren. 
Glutaminsaure z. B. konnte das im Peptidteil vorkommende Prolin liefern. Durch 
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reduktive Aminierung der «-Ketoglutarséure entsteht Glutaminsaure, die durch 
Transaminierungen eine wichtige Aminosaure im EiweiSstoffwechsel darstellt. 

In diesem Zusammenhang interessiert die Glutaminsaure-Oxal- 
essigsiure-Transaminase. In Tab. 4 sind die Ergebnisse wieder- 
gegeben, die mit den Extrakten von Stamm 2296 und Stamm 2296/61 
erhalten wurden. Danach verfiigt lediglich der Extrakt aus dem jungen 
Mycel des Actinomycinbildners 2296 iiber diese Transaminase mit einer 
Aktivitaét von 212 in 10 min. Die Actinomycinbildung ist also mit dieser 
Transaminierungsreaktion verbunden. 


Tabelle 4. Glutaminsdure-Oxalessigsiure-Transaminase im Extrakt 
GefaBinhalt: 0,5 ml 0,2 m Phosphatpuffer (px 7,2), 1 ml 0,2m Asparaginsaure, 
0,5 ml 0,2m«-Ketoglutarsiure. 1. Ansatzbirne: 0,1 ml Extrakt (1 ml Extrakt aus 
360 mg Trockensubstanz); 2. Ansatzbirne: 0,5 ml Anilincitratlésung. 10 min 


Temperaturausgleich, 28° C; Einkippen der Zusatze, Messen der in 10 min ent- 
standenen CO,-Menge (PFLEIDERER in RAvEN 1956) 


Stamm 2296 Sema aged oh 
Actinomycinbildner Reine me oe ae gb ae 
bildung 
Extrakt vom 2. Tag 212 0 
Extrakt vom 4.Tag 2 2 
ul CO, wl CO, 


Wenn die Transaminase also im Actinomycinbildner zu finden ist, 
mute dieser Stamm mit Na-asparaginat als C-Quelle Actinomycin 
bilden kénnen. Diese Uberlegung verwirklichte sich, wenn 1°/, Na- 
asparaginat als einzige C- Quelle gegeben wurde. Im antibiotischen Test 
und chromatographisch lieB sich das vom Stamm 2296 produzierte 
Actinomycin nachweisen. Dieser Stamm produzierte auch Actinomycin, 
wenn als C- Quelle 1°/,) Na-glutaminat gegeben wurde. 


Diese Versuche wurden mit dem farblosen Stamm 2296/61 wieder- 
holt. Bei ihm bildete sich mit 1°/,igem Asparaginat und mit 
1°%/,igem Na-glutaminat eine Verfairbung der Kulturlésung. Die braun- 
liche Verfaérbung war im antibiotischen Test aktiv. 


Malonsaure greift die Bernsteinsiuredehydrogenase an. Arsenit setzt 
auch an diesem Punkt seine Hemmwirkung an. Es wiiren also die Fumar- 
siureentstehung und damit auch die folgenden Schritte zur Oxalessig- 
sdureentstehung unterbunden. 0,03 m Na-arsenit unterbindet beim 
Actinomycinbildner 2296 auf der einfachen Glycerin-KNO,-Nahrlésung 
oder auch auf Na-asparaginat als C-Quelle die Actinomycinbildung 
vollig. Damit ist die Notwendigkeit der Oxalessigsiiure fiir die Actino- 
mycinbildung bestatigt. 
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Besprechung der Ergebnisse 

Der Citronensaurecyclus als Kreuzungspunkt der Aufbau- und Abbau- 
Vorgange hat Anteil an der Actinomycinentstehung. Die Hinweise 
lieferten Hemmstoffversuche mit Malonsdéure und Fluoressigsaure. 

Die Oxydation der einzelnen Komponenten des Cyclus durch Mycel 
und Extrakt der verwendeten Staéimme bestatigte weitgehend die von 
CocHRANE u. PEoK (1953) an Streptomyces coelicolor vorgenommenen 
Untersuchungen, die den Citronensaurecyclus fiir diesen Streptomyceten 
bewiesen. Schon hier zeigten sich Unterschiede zwischen dem Actino- 
mycin bildenden Stamm und dem farblosen Streptomyceten. Insbe- 
sondere fiel die fehlende Citratoxydation (gemessen als Sauerstoffver- 
brauch) vor allem bei dem farblosen Stamm auf. Allerdings geht die 
oxydative Decarboxylierung (gemessen an entstandener CO,-Menge) der 
Citronensdure eindeutig in beiden Stémmen vonstatten. Da aber bei 
dem farblosen Stamm eine Citronensdureanreicherung im Kulturmedium 
nachzuweisen war, diirfte diese eine Parallele zu der Fluoressigsaure- 
hemmung darstellen. Es entsteht dann namlich eine von der betreffenden 
Dehydrogenase nicht abzubauende fluorhaltige Citronenséure. Wenn 
nun auch die Isocitrico-Dehydrogenasehemmung durch Jodessigsaéure 
die Actinomycinbildung nicht unterbindet, so war doch wahrscheinlich, 
daB die Reaktionen, die zur Bildung der Citronensdure fihren, an der 
Actinomycinbildung Anteil haben, ohne die weitere Endoxydation des 
Cyclus quantitativ zum Erliegen zu bringen. 

Durch Messen der Aktivitat der Glutaminsdure-Oxalessigsaure-Trans- 
aminase (L-Glutaminséure + Oxalessigsiure = L-Asparaginsdure ~- «- 
Ketoglutarsdure) konnte bewiesen werden, daB diese Transaminase nur 
dem Actinomycinbildner zur Verfiigung steht. Fiir Streptomyces fradiae 
fanden Romano u. Nickerson (1957) ebenfalls diese Transaminase. 
Wenn dem farblosen inaktiven Stamm Glutaminat oder Asparaginat 
gegeben wurde, bildete er eine antibiotisch aktive Substanz, die kein 
Actinomycin ist, aber doch eine Vorstufe darstellen koénnte. 

Der Citronensaurecyclus, der sich in seinen weiteren Oxydations- 
schritten fiir beide Staémme beweisen lieB, zeigte bei dem jiingeren 
(2tagigen) Extrakt des Actinomycinbildners eine Ausnahme. Fumar- 
sure lieB sich nicht oxydieren. Damit ist der letzte Schritt zum Aus- 
gangsprodukt Oxalessigsaure unterbunden. Da die Transaminase nur 
im jiingeren Extrakt aktiv war, zeigt sich hier ein Zusammenhang. Es 
muB ergiinzt werden, daB das intakte Mycel Fumarsaure zu oxydieren 
vermochte, dagegen Acetat, Brenztraubensaure und Apfelséure nicht. 

Zam Zeitpunkt der Transaminierung findet die Carboxylierung der 
Brenztraubensaure statt. Letztere ist ein endergonischer Proze8 und 
das Gleichgewicht liegt normalerweise in Richtung auf die Decarboxy- 
lierung der Oxalessigséure. Der farblose Stamm zeigt dies auch eindeutig 
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und hat praktisch keine bemerkbare Carboxylierung. Der Actinomycin- 
bildner verfiigt aber geringfiigig tiber diese Carboxylase. Seine Decarboxy- 
lase-Aktivitét verliert er spater véllig. Die mit der Transaminierung ver- 
bundene Actinomycinbildung steht also im Zusammenhang mit den 
wihrend der Transaminierung stattfindenden Reaktionen der Carboxy- — 
lierung der Brenztraubensdure sowie der danach fehlenden Decarboxy- 
lierung der Oxalessigsiure. Unterstrichen wird dies durch die entgegen- 
gesetzten Reaktionen dieser Art in den Extrakten des farblosen Stammes. 


<< Extrakt aus 2 fagigem Myce/ 
<— Extrakt aus 4 fagigem /Myce/ 
| 


Brenztraubensaure 
Decarboxlerurg| | certonyierong 


SSS > Oxalessigsture <———— Asparaginsaure 


wea | | Transaminierung 


Fumarsaure 


Endoxydation 
im Citronensaurecyclus 


Abb. 9. Citronensiiurecyclus des Stammes 2296 (Actinomycinbildner) 


(Diese Ergebnisse sind in Abb. 9 zusammengefaBt.) AuBerdem tritt bei 
diesem Stamm Milchsaure im Kulturfiltrat auf, die bei dem Actinomycin- 
bildner nicht gefunden wurde (PRAVE 1958). Es ist also fiir den farblosen 
Stamm eine Milchsduregarung [siehe auch D6LLE (1957)] neben dem 
Citronensdurecyclus-Weg vorhanden. 

Die Stoffwechselgifte Arsenit und Malonsiure bringen in der Hemmung 
der Actinomycinbildung einen weiteren Beweis fiir die Wichtigkeit des 
Citronensiurecyclus fiir die Actinomycinbildung. Ihre Wirkung greift 
an der Bernsteinsiuredehydrogenase an und unterbindet somit die 
weitere Oxydation und Entstehung der einzelnen Komponenten des 
Citronensaurecyclus. 


Zusammenfassung 


1. Der Actinomycin C bildende Stamm Streptomyces 2296 und seine 
farblose Mutante 2296/61 benutzen den Citronensdurecyclus zur End- 
oxydation im Kohlenhydratstoffwechsel. 


2. Die Actinomycinbildung ist ohne die Glutaminsdure-Oxalessigsiure- 
Transaminase unterbunden. Fiir die Bildung des Actinomycins wird 
weiterhin die endergonische Reaktion der Brenztraubensiurecarboxy- 
lierung eingesetzt, um den TransaminierungsprozeB in Gang zu halten. 
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Die anfangs fehlende Citratoxydation unterstiitzt ebenfalls diese 
Reaktionen. 


3. Der Stamm, der kein Actinomycin bildete, benutzt auBer dem Weg 
tuber den Citronensaurecyclus die Moglichkeit der Milchsduregarung. 


Herrn Prof. Dr. H. Brockmann danke ich fiir weitgehende Forderung, der Deut- 
schen Forschungsgemeinschaft fiir Unterstiitzung der Arbeit. 
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Untersuchungen iiber die Warmeaktivierung 
der Sporangiosporen von Phycomyces blakesleeanus. I* 


Von 
WILHELM HALBSGUTH und HANSJORG RUDOLPH 


Mit 5 Textabbildungen 
(Eingegangen am 17. September 1958) 


In 1,5°/, Biomalz-Lésung und ahnlichen komplexen Substraten keimen 
die Sporangiosporen von Phycomyces blakesleeanus zu fast 100°/). In 
der von uns verwendeten Standard-Nahrlésung (siehe 8. 297) ist der 
Keimprozentsatz (Stamm 1*)! auBerordentlich gering: SOMMER u. 
HaxeseutH (1957) errechnen aus 180 Kontrollen einen Durchschnitt 
von 3,6 + 0,18°/). Dieser relativ niedrige Keimprozentsatz kann aber 
auch bei Verwendung von Standard-Nahrlésung durch 1. verschieden- 
artige Vorbehandlung der Sporen, 2. Hitzebehandlung des glucose- 
haltigen Keimsubstrates bei pp > 7 und 3. Zusatz von bestimmten orga- 
nischen Substanzen zur Nahrlésung (in erster Linie Sauren) entscheidend 
gesteigert werden (hierzu vgl. RoBBrns et al. 1942, SomMER u. HALss- 
GutH 1957). Insbesondere kann durch Warmevorbehandlung der Sporen 
die Keimruhe gebrochen werden (Warmeaktivierung). Nach RoBBINs, 
KavanaGH u. KavanaGH (1942) sowie SOMMER u. HatBsautH (1957) 
betragt die relativ giinstigste Aktivierungstemperatur 50° C. 

Auch fiir andere Pilzsporen, z. B. Ascosporen von Neurospora (GODDARD 1935, 
GoppARD u. SmirH 1938, GoppARD 1939, SussMAN et al. 1956) ist die Méglichkeit 
einer Wirmeaktivierung erwiesen. Jedoch ist die Wirkungsmechanik dieses Akti- 
vierungsprozesses noch unbekannt. Die von den verschiedenen Autoren diskutierten 
Moglichkeiten (RopBins 1939 und 1941, Ropsrys u. Hamner 1940, Ropsrys u. 
Kavanacn 1942, Ropprys, Kavanacn u. KavanacH 1942: Freisetzung von 
Z-Faktoren; Gopparp 1935: Carboxylaseaktivierung; Sussman etal. 1956: 
Beeinflussung friiher glykolytischer Prozesse) stimmen insoweit iiberein, daB eine 
Beeinflussung der Tatigkeit von Fermentsystemen angenommen wird. Dieser An- 
nahme neigen auch SOMMER u. Hatesaura (1957) zu. 

Fir die weitere Aufklarung der Wirkungsmechanik der Warme- 
aktivierung scheint uns die Trennung der einzelnen entwicklungsphysio- 
logischen Prozesse wichtig. Wir verstehen unter Keimung jene physio- 
logischen Vorgainge, ,,die — auBerlich nicht notwendig sichtbar — als 


* Herrn Professor RrpreL zum 70. Geburtstag gewidmet. 
* Nummer des Stammes in der Sammlung von Hatsscurn. Der gleiche Stamm 
wurde von SomMER u. Hatsse@uru (1957) sowie Ruporr (1958) benutzt. 
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Vorbereitung fiir das anschlieBend beginnende Wachstum (Streckung, 
Substanzgewinn oder — bei fehlender Nahrstoff- bzw. Vitaminzufuhr — 
Autolyse) im potentiell keimfahigen Keim nach Eintritt von Keimungs- 
bedingungen einsetzen und ablaufen‘‘ (HaLtBseurs 1949). In dieser Arbeit 
werden daher alle Sporen als gekeimt betrachtet, die das Vacuolen- 
stadium erreicht haben. Die Berechtigung dieses Verfahrens ist bereits 
bei Sommer u. Hatsseuts (1957) begriindet und wird durch die folgen- 
den Versuche bestatigt. 


I. Methodik 


Das zu den Versuchen benutzte Sporenmaterial von Phycomyces blakesleeanus, 
Stamm J+, stammt von jeweils 11 + 1 Tage alten Dunkelkulturen, die auf Voll- 
kornbrot herangezogen wurden. Standard-Nahrlésung: Glucose 15g; Asparagin 
1g; KH,PO, m/100; MgSO, + 7H,O m/1000; Ca(NO,).+ 4H,O m/2000; FeCl, 
+ 6H,O m/10000; Vitamin B, 1/19) y/ml; Aqua bidest (Quarz) ad 1000 ml; px 4,15 
+ 0,05. 

pu-Bestimmungen wurden mit dem Beckman-pg-Meter Modell 2H und der 
Elektrodenausriistung 4880 durchgefiihrt. Sterilisation der Nahrlésung einmal 
+, 110°C (vgl. Sommur u. HarsscutH 1957). Als KulturgefaBe wurden 100 ml 
Erlenmeyerkolben (enghalsig; Jenaer Glas) mit Wattestopfenverschlu8 verwendet. 
Die Warmevorbehandlung der Sporen wird mittels Eintauchen des Reagensglases, 
das die Sporen (trocken oder in Suspension) enthalt, in ein Wasserbad durchgefiihrt. 
Die Bestimmung der Keimprozentsitze (Auszéhlung mittels Zihlkammer nach 
NxvUBAUER) erfolgte — wenn nicht anders angegeben — nach einer 6stiindigen 
Kulturdauer in 5 ml Standard-Nahrlésung bei 19—20° C. 

Zur ausfiihrlicheren Darstellung der Methodik vgl. Rupoirx (1958). Die mano- 
metrischen Messungen wurden mit dem Warburg Modell Zz 85 (Braun-Melsungen) 
durchgefiihrt. 


II. Untersuchungen 


fi Der Keimverlauf 


In Abb. 1, ist der Prozentsatz in Standard-Nahrlosung gekeimter 
Sporen nach einer Warmevorbehandlung der ungekeimten Sporen in 
der Impfsuspension von 3 min bei 50° C in Abhangigkeit von der Zeit? 
dargestellt. Als Kriterium fir die eingetretene Keimung ist dabei die 
Vacuolenbildung benutzt (vgl. Sommer u. HaLpscutH 1957). Die Werte 
fiir die Zeit bis zu etwa 4,3 Std sind mit gréBeren Fehlern behaftet als 
die folgenden, da in den frithen Zeiten die Entscheidung, ob eine Spore 
als gekeimt zu zahlen ist oder nicht, oft schwer zu fallen ist. Die ersten 
Keimschlauchbildungen waren nach 6,3 Std zu beobachten (4°/o). Der 
giinstigste Zihltermin fiir 3 min/50° C warmevorbehandelte Sporen in 
Standard-Nahrlésung liegt 6 Std nach dem Impftermin; denn einerseits 
ist dann die Entscheidung, ob eine Spore gekeimt ist oder nicht, sicher 
zu treffen, andererseits ist die Zahl der Keimschlauche noch nicht so 
groB, daB eine genaue Zahlung behindert wird. 


1 Nullpunkt ist der Zeitpunkt der Einimpfung der Sporen in das Keimsubstrat. 
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Die auf diese Weise fiir nicht-vorbehandelte Sporen zu diesem Zeit- 
punkt ermittelten Keimprozentsitze (vgl. Abb. 1,4) geben das tatsach- 
liche Keimverhalten nicht ganz genau wieder, da eine Anzahl Sporen 
anzutreffen sind, die zwar noch keine Vacuolen besitzen — also auf 
Grund der Definition nicht als gekeimt zu ziihlen sind — bei denen aber — 
durch Abrundung der Gestalt! eine einsetzende Keimung angedeutet ist. 

Nach dem Warmeschock setzt eine Atmungssteigerung ein, noch ehe 
die ersten mikroskopischen 
Veradnderungen an den Sporen 
sichtbar werden (Abb.1,2). Un- 
vorbehandelte Sporen (Keim- 
prozentsatz 3°/)) besitzen einen 
wesentlich geringeren Sauer- 
stoffverbrauch (Abb. 1,3). 

Wird warmevorbehandeltes 
Sporenmaterial in Standard- 
Niahrlésung unter anaeroben 
Bedingungen bei 19,5° C ge- 
halten?, so sind nach 6 Std 
keine Vacuolen festzustellen, 
also 0°/, der eingeimpften 
Sporen gekeimt (aerobe Kon- 
trolle 91°/)). Dies ist auch nach 
122 Std nicht anders gewor- 
e 2 ¥ 6 Std @ den’. Die Sporen sind jedoch 
Abb. 1. Keimung bzw. O,-Verbrauch als Funktion der gegentiber unvorbehandeltem 


Zeit. J Keimung 3 min/50° C warmeaktivierter Sporen . A 
in Standard-Nahrlésung. 2 O.-Verbrauch (1) von Material in der Form mehr ab- 


3 min/50° C wiarmeaktivierten Sporen in Standard- rundet un eutli 6 
Niahrlésung, 767 x 10* Sporen/GefiB; 3 O.-Verbrauch Be a det u d d utlich groBer. 
(ul) von nichtaktivierten Sporen in Standard-Nihr- Will man die Verainderungen 
lésung, 76710* Sporen/GefiB; 4 Keimung nicht- * ws 
aktivierter Sporen in Standard-Nahrlésung nach 7 Std allein auf Quellung zuriick- 
fihren, dann nétigt dies zu 
dem Schluf, da& durch die Warmevorbehandlung auch die Quellungs- 
vorgange beeinfluBt werden. Andererseits erscheint es denkbar, daB 
auch diese wie Quellung aussehenden Form- und GréSendnderungen 


Folgen der physiologischen Aktivierungsprozesse sind. 


0>-Verbrauch 


1 Vgl. Sommer u. Hatas@utu (1957, S. 15f.). 

* Ineine Waschflasche mit Fritte, die mit Standard-Nahrlésung bei t) 110°C steri- 
lisiert wurde, wird vor Impfung fiir 24 Std ein N,-Strom (vgl. S.302, Anm. 2) geleitet. 
Nach der Impfung erfolgt weitere Durchstrémung mit N, bis zum Ende des Versuches. 

* Ruporr# (1958) berichtet von Vacuolenbildungen in chemisch gereinigtem ING 
bei wirmevorbehandeltem Sporenmaterial. Die dort angegebene Versuchsanord- 
nung und die Verwendung von nicht nach der von MryEr u. RoNGE (1939) an- 
gegebenen Methode nachgereinigtem Stickstoff sind fiir noch vorhandene Sauer- 
stoffspuren verantwortlich zu machen. 
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Zu einer Vacuolenbildung kommt es also unter anaeroben Bedingungen 
nicht!, d.h. die Vacuolenbildung ist als physiologischer Proze® mit 
Atmungsvorgangen verkniipft. Nach Aufheben der anaeroben Bedingun- 
gen tritt die Vacuolenbildung sofort ein. 


2. Warmeaktivierung und Wassergehalt der Sporen 


Werden die Sporen nicht in Wasser suspendiert, sondern trocken 
einem Warmeschock ausgesetzt, so tritt keine Aktivierung ein. Abb. 2 
zeigt die Abhangigkeit der Aktivierung von der ,,Trockenheit‘‘ des 
Sporenmaterials. Dazu wurde die 
unvorbehandelte Sporensuspen- 
sion auf Filterpapier (Schl. u. Sch. 
Nr. 589? Blauband 7 cm) pipet- 
tiert und in Exsiccatoren bei 
+ 25°C tiber H,SO, (1,84) ge- 
trocknet. Das Sporenmaterial ist 
cum grano salis getrocknet, wenn . 
die Sporenfarbe in gelb-braun 
tibergeht. Nach verschiedenen 
Zeiten werden Sporen entnom- 
men, indem ein Teil des Filter- 
papiers abgeschnitten, halbiert 30 60 


90 min 720 


und beide Halften in je ein trok- 
kenes Reagensglas gebracht wer- 
den. Die eine Probe wird jeweils 
ohne, die andere nach Zugabe von 
Wasser 3 min/50° C warmebehan- 
delt?. DaB keine Schadigung des 


Abb. 2. Abhingigkeit der Warmeaktivierung 
vom Wassergehalt der Sporen. Keimung von 
12 Tage alten Sporen in Standard-Nahrlésung 
(pu 4,18), die nach einem Aufenthalt von 
0, 30, 60, 90 und 120 min tiber H,SO, (1,84) 
a) trocken, bzw. b) nach Suspendierung in 
destilliertem Wasser 3 min/50° C warme- 
aktiviert wurden; Versuchstemperatur 20° C; 
ausgezahlt nach 7 Std 


Materials bei der Trocknung ein- 
getreten ist, zeigt der Keimprozentsatz des gleichen, aber nach Suspension 
in Wasser 3 min/50° C warmeaktivierten Sporenmaterials’. 

Werden Sporen im getrockneten Zustand 3 min/50° C warmebehandelt 
und dann in Standard-Nahrlésung iiberfiihrt, so 1aBt sich auch keine 
Steigerung des O,-Verbrauches gegeniiber nicht-warmevorbehandeltem 


1 Bei der Durchsicht grofer Sporenmengen haben wir sehr selten eine Spore 
gefunden, die in das Vacuolenstadium eingetreten war bzw. einen kleinen Keim- 
schlauch ausgebildet hatte; das Plasma zeigte jedoch stark pathologisches Aus- 
sehen. 

2Um der verschiedenen Warmeleitfahigkeit von Luft bzw. Wasser Rechnung 
zu tragen, wurden auch langere Aktivierungszeiten gepriift. Diese — z. B. 4 und 
6 min — zeigten ebenfalls keine Wirkung. 

3 Fine Schadigung durch die Warmevorbehandlung des getrockneten Sporen- 
materials ist auszuschlieBen, denn das gleiche Sporenmaterial anschlieBend in 
Wasser suspendiert und wairmevorbehandelt zeigt die normale Aktivierung. 
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Sporenmaterial feststellen. Eine aktivierende Wirkung des Warme- 
schocks kann also nur dann beobachtet werden, wenn den Sporen 
wihrend der Einwirkung der erhdhten Temperatur Wasser zur Ver- 
fiigung steht}. 
3. Die Inaktivierung 

Wie Gopparp (1935), GoppaRrD u. SmrrH (1938), Gopparp (1939) fiir 
Neurospora-Ascosporen nachgewiesen haben, kann der Aktivitats- 
zustand, der durch einen Warmeschock erzeugt wird, wieder verloren- 
gehen, wenn nach der Warmevorbehandlung keine Keimungsbedingungen 


Inaktivierung bei Trocknung u. H280, (+25 
—{__ 3 


Inaktivierung bei + 25°C 


0 2 4 6 F 10 72 4 16 Std #@ 


Abb. 3. Inaktivierung aktivierten Sporenmaterials als Funktion der Zeit der Aufbewahrung unter 
verschiedenen Bedingungen. 10 Tage altes Sporenmaterial wurde 3 min/50° C wairmeaktiviert und 
danach durch Abimpfen in Standard-Nahrlésung (px 4,12) der Keimprozentsatz bestimmt (93,3°/, 
nach 6 Std). Je ein Teil der verbleibenden Sporensuspension wurde bei + 25° C und + 1° C in quarz- 
bidestilliertem Wasser aufbewahrt, der Rest bei + 25° C tiber H,SO, (1,84) getrocknet. Zu den in 
der Abb. 3 angegebenen Zeiten wurde durch Abimpfen in Standard-Nahrlésung der Keimprozent- 
satz und damit die Inaktivierung unter den angegebenen Bedingungen bestimmt. Weitere Erklirung 
im Text 


geboten werden. Dies ist ebenfalls bei den Sporen von Phycomyces 
blakesleeanus der Fall. Die Verhaltnisse liegen aber insofern anders, als 
die Sporen trotz Warmeaktivierung nicht wie die Neurospora-Ascosporen 
in dest. Wasser keimen. 

In einer 4°/,igen Glucoselésung (ohne andere Zusitze) erzielten Som- 
MER u. HALBsGuTH (1957) nur bei 18°/, der wairmevorbehandelten Sporen 
Vacuolen, wihrend Phosphatzugabe (zu Glucose) die Vacuolenbildung 
in normalem Ausmaf gestattete. Wird warmevorbehandeltes Sporen- 
material nicht in Néihrlésung gebracht, sondern die Sporensuspension in 
dest. Wasser bei einer Temperatur von + 25° C gehalten, so schwindet 
der Aktivitaétszustand der Sporen (Inaktivierung, siehe Abb. 3). 


'Vgl. Rospsrys, Kavanacu u. Kavanaan (1942). ,,Treatment of dry spores 
with heat was much less effective than exposure of the spores suspended in water.“ 
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Das Ma8 dieser Inaktivierung wird bei Gegenwart von Wasser durch 
die Temperatur bestimmt. Hoéhere Aufenthaltstemperaturen, z.B. 
+25°C der 3 min/50° C warmevorbehandelten Sporensuspension be- 
schleunigen die Inaktivierung!, wahrend niedrigere Temperaturen, z. B. 
+1°C die Inaktivierung stark verlangsamen, ja sogar anfangs noch eine 
Forderung bedingen? (Abb. 3). 

Das heiBt, der Aktivitatszustand, der durch die Warmevorbehandlung 
hervorgerufen wird, ist nur bedingt bestandig und geht wieder verloren, 
falls keine Keimungsbedingungen 


geboten werden. oe i 
Die Inaktivierung tritt jedoch 8 

nur ein, wenn den aktivierten © 

Sporen Wasser zur Verfiigung steht. 6 


Die volle Keimungsbereitschaft 
1aBt sich auch bei einer Aufent- 
haltstemperatur von + 25° C er- 2 
halten, wenn das aktivierte Sporen- 
material sofort tiber H,SO, (1,84) 
auf Filtrierpapier getrocknet wird 
(Abb. 3). 

Haben nun aktivierte Sporen 


Syn! 0, /30min 


nachtraglich durch entsprechend 
2 . . 4¥ 
gewahlte Bedingungen ihre Ak- 
tivitit verloren, so k6nnen sie 
wieder reaktiviert werden (vgl. fol- 
genden Abschnitt). Ahnliche Ver- A ore 
haltnisse liegen bei den Ascosporen Abb. 4. O,-Verbrauch/30 min, 1078 x 10* 
von Neurospora vor. Sporen inallen GefaBen. 1 Sporen 3 min/50°C 
: — a ° wirmeaktiviert; Nahrlésung px 5,30; 2 Spo- 
Die Inaktivierung bei a 25° C ren 3 min/50°C warmeaktiviert ; dest. Wasser, 
und Fehlen von Keimungsbedin- px 5,80; 3 Nichtaktivierte Sporen in Wasser, 
: 3 Me pu 5,80. 1. und 2. linke Ordinate, 3. rechte 
gungen ergeben eine weitere Mog- Ordinate. Sporenalter 13 Tage; 


lichkeit, den Warmeaktivierungs- Versuchatemperatur 19,5° 0 


vorgang zu untersuchen. So zeigen 
z.B. in Abb. 4 die in der Suspension warmevorbehandelten Sporen 


einen steilen, kontinuierlichen Anstieg der Atmung nach Ubertragung 
ins Keimbett. Wird das gleiche Sporenmaterial aber in Wasser gebracht, 


1 Das Ausma® der Inaktivierung bei + 25°C ist in den einzelnen Versuchen 
verschieden gewesen. Die Ursache dafir ist unbekannt. Es muB8 stets darauf ge- 
achtet werden, da8 die Sporen nur in destilliertem Wasser suspendiert sind. 

2Im Jahre 1955 geniigte ein Abkiihlen (3 min bei + 2° C) der Impfsuspension 
sofort nach der 3 min/50°C Warmevorbehandlung, um den Aktivitatszustand 
auch bei einem anschlieBenden Aufenthalt bei + 25°C zu stabilisieren. Im Jahre 1958 
konnte dieses Resultat nicht mehr reproduziert werden ; die Ursache ist unbekannt. 

21* 
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so nimmt die Intensitaét der Atmung ,,parallel‘ mit dem gleichzeitigen 
Verlust der Aktivitét im Verlauf von 6—7 Std ab, ist aber dann immer 
noch etwas stirker als die Atmung nicht-warmevorbehandelter Sporen 
in Wasser (was ja auch von der Aktivitat gilt’). 

Weiterhin zeigt der Vergleich der Atmungswerte, daB die aktivierten 
Sporen von Anfang an in Nahrlésung einen gréBeren O,-Verbrauch haben 
(der dann noch enorm steigt) als'in Wasser. Man muB also schlieBen, 
da die Sporen schon in den ersten Anfingen des normalen Keimungs- 
prozesses Material aus dem Substrat aufnehmen und veratmen. 


4. Aktivierung, Inaktivierung und Reaktivierung 
unter anaeroben Bedingungen 


Der zuletzt genannte Befund legt die Frage nahe, ob die Warme- 
aktivierung selbst O,-abhangig ist. 

Das Sporenmaterial wurde in einem Reagensglas in quarzbidestilliertem 
Wasser suspendiert, durch das vorher 24 Std lang ein N,-Strom? geleitet 
worden war. Das Reagensglas wurde mit einem doppelt durchbohrten 
Stopfen verschlossen, durch dessen eine Offnung kontinuierlich N, mittels 
einer Capillare auch in die Suspension eingeleitet wurde. Erst nachdem 
auch die Sporensuspension 1 Std lang so durchstr6mt worden war, 
wurde sie 3 min bei 50°C warmebehandelt und ein Teil des Sporen- 
materials in Standard-Nahrlésung iiberfiihrt. Nach 6 Std waren mehr 
als 91°/, der Sporen gekeimt, ein Prozentsatz, der nach Warme- 
vorbehandlung unter aeroben Bedingungen ebenfalls erreicht wird. 
Es kann also angenommen werden, dafi der Aktivierungsvorgang 
O,-unabhangig ist. 

Der Rest der warmevorbehandelten Sporensuspension wurde fir 
10 weitere Stunden bei + 25°C im Wasserbad unter den gleichen 
anaeroben Bedingungen belassen. Danach wurde eine Probe aus ihr ins 
Keimbett geimpft, um den Inaktivierungszustand an Hand des nach 
6 Std Keimung ermittelten Keimprozentsatzes festzustellen. Die Suspen- 
sion wurde unmittelbar nach Probeentnahme erneut 3 min/50° C warme- 
behandelt und wiederum sofort eine Probe ins Keimbett zur Ermittlung des 


' Die Inaktivierung ist nie vollstindig, d. h. der Keimprozentsatz bleibt stets 
héher als der der nicht-wairmevorbehandelten Kontrolle. Auch bei langeren In- 
aktivierungszeiten (vgl. Abb. 3), z. B. 18 Std, tritt keine weitere Senkung des 
Keimprozentsatzes ein, vielmehr wird stets wiederum eine Steigerung beobachtet; 
dies kommt vermutlich durch die Uberlagerung zweier Prozesse zustande. ROBBINS, 
KAVANAGH u. Kavanacu (1942) konnten nachweisen, daf auch allein durch einen 
28 tagigen Aufenthalt in destilliertem Wasser der Keimprozentsatz unvorbehandel- 
ter Sporen von 0 auf 81°/, gesteigert werden kann. 

® Der Stickstoff wurde in der Form chemisch reinst bezogen. Das aus der Flasche 
entnommene Gas wurde nach der von Mrynr-RonGe (1939) angegebenen Methode 
nochmals gereinigt und vor Verwendung durch einen sterilen Watteturm geleitet. 
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jetzt erzielten Aktivitatszustandes tiberfiihrt. Auf diese Weise wurde das 
suspendierte Sporenmaterial in Versuch B 25 (Abb. 5) 10 mal jeweilsim Ab- 
stand von 10 Std erneut warmebehandelt und durch Abimpfen von Sporen 
ins Keimbett jeweils unmittelbar vor und nach der Warmebehandlung 
der Keimprozentsatz bestimmt, um den Aktivitatszustand zu messen. 
Wahrend der ganzen Zeit wurde die Suspension mit Ausnahme der 
Zeit fir die Abimpfung 
anaerob unter N, gehalten. 
Durch den 10stiindigen 
Aufenthalt (anaerobe Be- 
dingungen, + 25°C) der 
Sporen in dest. Wasser 
im Anschlu8 an die erste 
Aktivierung tritt eine 
starke Inaktivierung ein. 
Es keimen nach Einbrin- 
gen in Standard-Nahr- 
lésung nur noch 9,5°/, der 
eingeimpften Sporen?. 
Betrachtet man verglei- 
chend die Keimprozent- 
satze, die jeweils am Ende 
der 10stiindigen Inakti- 
vierungsdauer erzielt wer- 
den, so erkennt man, daB 
die Zahl der Sporen, die 


sich durch Aufenthalt bei Abb. 5. Wiederholte Aktivierung und Inaktivierung des 
° . . gleichen Sporenmaterials unter anaeroben Bedingungen. 
25 Cc (in der Suspension) Zu den aus der Abbildung abzulesenden Mefzeiten 
wiederum in den Ruhe- wurden jeweils Proben entnommen und an diesen 6 Std 
= nach Uberfiihrung in Standard-Nahrlésung (pu 4,18) 

zustand versetzen 1aBt, die Keimprozente bestimmt. Aktivierung je 3 min/50°C, 


Inaktivierung jeweils 10 Std bei + 25° C. 


i h voraus- 
nach wieder olt Keimungstemperatur 19,0° C 


gegangener Aktivierung 
immer geringer wird. 

Nach der ersten Aktivierung keimten nach 10stiindiger Inakti- 
vierungsdauer nur 9,5°/, der Sporen. Der entsprechende Wert im An- 
schluB an die vierte Aktivierung betrug 97°/) (in Abb. 5, J,), d.h. das 
Sporenmaterial 1a8t sich jetzt auch unter den genannten, anaeroben 


1 Das gleiche Sporenmaterial wurde in Versuch B25 auch unter aeroben Ver- 
haltnissen denselben Bedingungen unterworfen; der Keimprozentsatz nach 10stiin- 
diger Aufbewahrung in Aqua dest. bei 25° C betrug 6 Std nach Uberfiihrung ins 
Keimbett 25°/,. Das heift, wahrend der AktivierungsprozeB O,-unabhangig er- 
scheint, wird die Inaktivierung bei O,-Gegenwart verlangsamt oder weniger voll- 
standig durchgefiihrt als unter anaeroben Bedingungen. 


304 W. Havssauru und H. Rupoiru: 


Bedingungen nicht mehr inaktivieren. Die Sporen behalten ihren Aktivi- 
tatszustand bei. 

Betrachtet man vergleichend die in Abb. 5 angegebenen Keim- 
prozentsitze nach den nach jeweils 10stiindiger Inaktivierung erfolgten 
Reaktivierungen, so erkennt man, dafi vom Ausgangswert 91°/) (erste 
Aktivierung) die neuen Werte zuerst ansteigen. Die Keimprozentsatze 
nach der 3. und 4. Reaktivierung (in Abb.5: A, und A,) betragen 100°/). 
Es zeigt sich, da die entsprechend den angegebenen Bedingungen 
wiederholte Warmebehandlung fordernd wirkt. Die nach der 5. bis zur 
10. folgenden Reaktivierungen (Abb.5: A;—Aj,9) zeigen keine Forderung 
mehr, sondern es tritt nunmehr sogar eine irreversible Schadigung des 
Sporenmaterials ein. 

Wird der Versuch unter aeroben Bedingungen durchgefiihrt, so erhalt 
man im Prinzip das gleiche Ergebnis. Aber die Keimprozente legen 
nach der 1.—3. Inaktivierung um ungefiahr 15°/, hoher als die ent- 
sprechenden Werte bei anaeroben Bedingungen. 


III. Besprechung der Versuchsergebnisse 


Die hier beschriebenen Versuche an den Sporangiosporen von Phyco- 
myces blakesleeanus zeigen im Verhalten vielfach gute Ubereinstimmung 
mit Reaktionen der Ascosporen von Neurospora, so daf es sich méglicher- 
weise bei der Brechung der Keimruhe von bestimmten Pilzsporen durch 
Warmeaktivierung um allgemeiner verbreitete Reaktionsmechanismen 
handeln kénnte. Auch bei Newrospora-Ascosporen ist der Aktivierungs- 
prozeB O,-unabhangig, wahrend unter anaeroben Bedingungen keine 
Keimung eintritt. Bei nicht gegebenen Keimungsbedingungen im An- 
schluB an eine Warmeaktivierung tritt Aktivitaétsverlust ein (deactiva- 
tion); solche inaktivierten Sporen sind jedoch wiederum reaktivierbar 
(GopDARD 1935, GoDDARD u. SmiTH 1938, GoppaRD 1939). 

Die Frage nach der konstitutionellen, durch einen Wirmeschock 
hervorgerufenen Veradnderung der Sporen, die sich in einer so starken 
Steigerung des Keimprozentsatzes auBert, kann zwar noch nicht be- 
antwortet werden — die Frage ist bis heute auch fiir die Neurospora- 
Ascosporen noch nicht geklart — jedoch sollen die vorgetragenen Ver- 
suche Grundlage zu weiteren Arbeiten sein. 

Fiir die Diskussion bezeichnen wir den Zustand der unvorbehandelten 
Spore als Zustand R (,,Ruhe‘‘). Er ist dadurch charakterisiert, daB trotz 
gebotener Keimungsbedingungen keine Keimung eintritt (nach SommMER 
u. Hatsseutu, 1957, keimen nach 12 Std nur 3,6 + 0,18°/,). 

Durch die Vorbehandlung (3 min/50°C Wéarmeaktivierung) geht 
die Spore in einen Zustand A (,,aktiviert‘‘) tber, der sich dadurch 
auszeichnet, dafs bei gesetzten Keimungsbedingungen Keimung eintritt. 
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Der Ubergang R -> A erfolgt unter den angegebenen Bedingungen nur 
dann, wenn den Sporen wahrend der Warmevorbehandlung Wasser zur 
Verfiigung steht. Warmebehandlung trockener Sporen erhéht weder 
die Keimrate noch ruft sie eine Atmungssteigerung bei den ins Keimbett 
iiberfiihrten Sporen hervor. Dies dirfte wohl damit zu erklaren sein, 
daB eben das fiir alle biochemischen Vorgainge erforderliche Wasser 
wahrend der Warmevorbehandlung fehlt. Bei trockener Warmebehand- 
lung bleibt daher der Zustand R der Sporen unverdandert. 

Die Umwandlung R — A bei Gegenwart von Wasser ist unabhangig 
vom Sauerstoffgehalt des AuBenmediums; denn der Aktivierungs- 
vorgang ist auch unter anaeroben Bedingungen durchfithrbar. Die sich 
an den Aktivierungsvorgang anschlieBenden Prozesse verlaufen jedoch 
unter O,-Aufnahme, was einmal aus den angegebenen manometrischen 
Messungen ersichtlich ist, zum anderen aus dem Ergebnis, dai nach 
Wiirmevorbehandlung Sporen in Standard-Nahrlésung unter anaeroben 
Bedingungen nicht das Vacuolenstadium erreichen. Damit wird die 
Vacuolenbildung klar als ,,aktiver‘‘ entwicklungsphysiologischer Prozef 
erfaBt. Sie ist mit dem Ablauf von Atmungsvorgingen gekoppelt. Aber 
die bei in Wasser wirmevorbehandelten Sporen nach Uberfiihrung ins 
Keimbett meBbare, sprunghafte Atmungssteigerung kann nicht Glied 
in der Kette der Aktivierungsreaktionen R — A sein. Denn die Warme- 
aktivierung kann ja bei Sauerstoffausschlu8 herbeigefihrt werden. 

Werden den Sporen im Zustand A keine Keimungsbedingungen ge- 
boten, so geht der Aktivierungszustand wiederum verloren, indem ein 
Ubergang in einen Zustand R’ (Inaktivierung) stattfindet. Diese In- 
aktivierung verléuft bei héheren Aufenthaltstemperaturen schneller als 
bei niedrigeren. Der Zustand A ist jedoch auch bei hoheren Temperaturen 
stabilisierbar, indem die Sporen rasch getrocknet werden. Die Stabili- 
sierung von A durch Trocknung kann wiederum mit der Deutung ver- 
standen werden, da8 durch den Wasserentzug alle biochemischen Pro- 
zesse weitgehend stillgelegt werden. 

Die Inaktivierung, also der Ubergang A > R’ kann nicht einfach als 
Umkehrung des Aktivierungsprozesses verstanden werden, weil sonst 
gefordert werden miibite, daB eine Reaktivierung solange méglich sei, 
wie eine Inaktivierung feststellbar ist. Dies ist nach dem fallenden Teil 
der Kurve in Abb.5 offensichtlich nicht der Fall. 

Wiahrend anaerobe Bedingungen keinen EinfluB auf den Aktivierungs- 
vorgang zeigen, wird die Inaktivierung durch O,-Mangel geférdert. 

Ist nun der Aktivitatszustand A durch entsprechend gewahlte Be- 
dingungen verlorengegangen und der Zustand R’ eingetreten, so kann 
durch einen erneuten Warmeschock die Uberfiihrung in einen Zustand A’ 


ommen werden. Dieser Zustand A’ ist wahrscheinlich — selbst 


vorgen 
n — mit A nicht identisch. 


bei gleicher Keimungsaktivitat der Spore 
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Eine erneute Inaktivierung ist namlich nur bei einem geringeren Prozent- 
satz der Sporen wiederum durchfiihrbar. Wiederholte Aktivierung und 
Inaktivierung bedingen schliefBlich, daB fast das gesamte Sporenmaterial 
einer Sporensuspension auch unter den Bedingungen, unter denen 
nach der ersten Aktivierung eine fast véllige Inaktivierung mdglich 
war — nicht mehr in einen Zustand R’...’ zuriickversetzbar ist, sondern 
im Aktivitiétszustand A’...’ verbleibt. In diesem Zustand wirkt sich 
der iibliche Warmeschock von 3 min/50° C schadlich auf die Konstitution 
der Sporen aus und fiihrt bei wiederholter Anwendung zum Tode des 
Sporenmaterials. 

Versucht man diese Einzelbeobachtungen unter einem einheitlichen 
Gesichtspunkt zu ordnen, so kénnte hypothetisch angenommen werden, 
daB die Entstehung des Zustandes A, A’ baw. A’...’ nicht Glykolyse 
betrifft. Dann ware damit zu rechnen, dafi an ganz anderen Systemen 
stoffliche oder energetische Veranderungen durch den Warmeschock 
hervorgerufen werden kénnten, die ihrerseits dann glykolytische Vor- 
giinge einleiten, z. B. Bildung einer Substanz, die normalerweise in die 
Glykolyse eingeht. 


Bei nicht gegebenen Keimungsbedingungen — fehlende Nahrstoffe 
oder Sauerstoff bei Wassergegenwart (~ 25°C) — kamen die ein- 


geleiteten Prozesse zum Stillstand; die bei den Aktivierungsprozessen 
gebildeten, hypothetischen Substanzen wiirden abgebaut werden (In- 
aktivierung), wobei die Abbauprodukte verschieden (und _ vielleicht 
schadlich) sein kénnten je nachdem, ob aerobe oder anaerobe Be- 
dingungen vorliegen. Damit wiirde die Verschiedenheit der aeroben bzw. 
anaeroben Inaktivierungen plausibel; eine neue Aktivierung ware jedoch 
moglich, solange das Reservoir der Spore nicht erschépft ist oder (und) 
Abbauprodukte sich nicht in schadigendem Ausmaf anhaufen. 

SchlieBlich ersch6pft sich die Méglichkeit zur Wiederholung der Pro- 
zesse, weil eben entweder das Reservoir der Spore erschépft ist oder 
Abbauprodukte sich anhaufen und schadigen. Diese hier angedeutete 
Vorstellung erlaubt eine Reihe von Fragen experimentell zu priifen. 

Kingehender soll das vorgelegte Material vorliufig nicht diskutiert 
werden; denn ob die entwickelte hypothetische Vorstellung brauchbar ist, 
mu an Hand von weiteren Ergebnissen gepriift werden. 


Die Untersuchungen werden fortgesetzt. 


IV. Zusammenfassung der Versuchsergebnisse 


1. Wirmeaktivierung der Sporangiosporen von Phycomyces blakes- 
leeanus erfolgt nur, wenn wiihrend der Warmebehandlung den Sporen 
Wasser zur Verfiigung steht. Wirmebehandlung im trockenen Zustand 
ruft auch keine Atmungssteigerung hervor. 
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2. Werden Keimungsbedingungen nicht geboten, so schwindet der 
Aktivitaétszustand wieder (Inaktivierung). In gleichem Mae 1aBt auch 
die Atmungsintensitat nach. 


3. Die Inaktivierung verléuft in Gegenwart von Wasser relativ rasch 
bei hdheren Aufenthaltstemperaturen (z.B. + 25°C), wahrend bei 
tieferen Temperaturen (z.B. +1°C) der Aktivitaétszustand langer 
stabilisierbar ist. Der Aktivitaétszustand kann auch bei einer Aufenthalts- 
temperatur von + 25° C fast véllig erhalten werden, wenn das aktivierte 
Sporenmaterial sofort tiber H,SO, (1,84) getrocknet wird. 


4. Durch den Warmeschock wird ein sprunghafter Atmungsanstieg 
hervorgerufen. 


5. Auf Grund der héheren Atmungswerte aktivierter Sporen in Nahr- 
lésung gegeniiber aktivierten Sporen in Wasser wird gefolgert, daB nach 
Aktivierung sogleich bei Einbringen ins Keimmedium eine Stoffaufnahme 
aus dem Substrat stattfindet. 


6. Der Aktivierungsvorgang ist sauerstoff-unabhangig. Die Atmungs- 
steigerung ist daher nur Folge, nicht Glied der Aktivierungsvorgange. 
Die anschlieBenden Prozesse, Vacuolen- und Keimschlauchbildung laufen 
unter anaeroben Bedingungen nicht ab. Die Inaktivierung wird jedoch 
durch Sauerstoffmangel verstarkt. 


7. Sporen kénnen wiederholt aktiviert und inaktiviert werden. Der 
Keimprozentsatz der inaktivierbaren Sporen wird jedoch nach wieder- 
holter Aktivierung stets geringer. 


8. Werden Sporen, die nicht mehr inaktivierbar sind, wiederholt 
einem Warmeschock von 3 min/50° C ausgesetzt, so tritt in zunehmendem 
MaBe irreversible Schadigung der Sporen ein. 

9. Es wird versucht, eine gedanklich zusammenhangende Deutung als 
Arbeitshypothese zu umreiBen. 
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A study of the influence of zine ions on the production 
of 2,3 butanediol by Pichia indica 


By 
KRISHNA BAHADUR and S. RANGANAYARI 


(Hingegangen am 8. September 1958) 


Succinic acid, acetic acid and 2,3 butanediol are formed as by-products 
in alcoholic fermentation of sugar (PEyNAUD and Laron 1954). 2,3 
butanediol has been found to be present in several unripe fruits whose 
oxidation reduction potential is on the reduction side, and the quantity 
of the glycol increases during ripening till it reaches a maximum after 
which on the fruit becoming over ripe and when the oxidation reduction 
potential shifts to the oxidation side the quantity of glycol decreases 
and the quantity of acetyl methyl carbinol goes on gradually increasing 
(SERINI 1956). Investigations were made to find out whether the 2,3 
butanediol found in wines comes from the initial fruit juices used for 
the fermentation or the glycol is formed during the process of fermenta- 
tion. Laron (1956) divided the yeasts in six groups according to their 
respiratory and fermenting properties and observed that the acetoin 
formation is independent of the degree of fermentation. However, it has 
been reported (LAFON 1955) that the formation of 2,3 butanediol depends 
on the aeration, pp, temperature, medium growth factors and sugar. 

Here in this paper, we have investigated the formation of 2,3 butane- 
diol in the cultures of Pichia indica (BAHADUR 1957) using a purely 
synthetic medium and the role of Zn*++ on the formation of 2,3 butanediol. 
The effect of Zn++ on the reduction of diacetyl and acetone to 2,3 butane- 
diol by diacetyl reductase and butyleneglycol dehydrogenase (STRECKER 
and Harany 1954) has also been observed. 


Experimental 


Five culture media each containing the following substances were prepared: 
Sodium phosphate 0.2gm.; calcium carbonate 0.2 gm.; magnesium carbonate 
0.2 gm.; sodium chloride 0.2 gm.; potassium sulphate 0.2 gm.; cane sugar 5 gm.; 
amm. sulphate 2 gm. For this all the substances except the last two were weighed 
into a beaker, and were digested with the minimum quantity of dilute hydrochloric 
acid. Then the solution was transferred to a 500 c.c. conical flask and the am- 
monium sulphate and sugar were added. The volume of this was made up to 350 c.c. 
with distilled water while adjusting the px to 4.5. To each of these flasks the amount 
of ZnSO, as indicated in the table was added. The flasks were cotton plugged and 
sterilised in an autoclave at 15 lb. pressure for 20 minutes, incubated at 30° C. 


for 24 hours and resterilised as before. 
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Each culture medium was seeded with 50 c.c. of an actively growing culture 
of Pichia indica and kept in an incubator at 30°C. The amount of sugar, diol 
acid etc. present in this was taken into account while determining the values of 
these in the culture after analysis. The cultures were allowed to grow for 17 days 
and 100 c.c. of each were taken out by a sterilised pipette under sterilised conditions 
and analysed for their contents. After a further lapse of a fortnight, the contents 
of the culture were reanalysed. 

The butanediol of the cultures was estimated by the method of Mourrvu and 
Dove (1934) with a slight modification. Instead of nickel chloride, hydroxylamine 
hydrochloride etc. a solution of 2,4-dinitrophenyl hydrazine hydrochloride was 
used. The precipitate formed during distillation with ferric chloride solution was 
allowed to stand overnight to ensure complete precipitation. Then the precipitate 
was filtered, washed, dried and weighed. From the weight of the precipitate, the 
amount of diol formed in the whole of the culture was calculated. 

The estimation of the sugars was carried out as follows. For the estimation of the 
reducing sugar present in the culture the culture was directly titrated against a 
standard Fehling’s solution at boiling point using methylene blue as indicator. 
The total sugar was estimated by first hydrolysing 5 c.c. of the fermented medium 
with dil. hydrochloric acid. To this after neutralising the excess acid, excess Fehling’s 
solution was added and the mixture boiled till the precipitation of copper oxide 
was complete. The precipitate was filtered and washed and then dissolved in ferric 
sulphate solution. The resulting ferrous sulphate was titrated against a standard 
dichromate solution using N-phenyl anthranilic acid as indicator. From this value, 
the amount of total sugar in the culture was calculated. 


Observations and Discussion 


The results obtained by the analyses of the cultures are tabulated in 
Table 1 and 2. 


Table 1. Period 17 days. Temp. 30° C. Initial py 4.5 


Amount Total Total Butane- °/y yield 
of ZnSO, Acid for- Red. sugar sugar sugar | diol on the 
added in med in g. left in left in consumed formed basis 
gm. in equvts. gm. gm in | in of sugar 
400 c.c. ‘ gm. gm. added. 
0.00 0.004. 3.64 2.598 3.482 0.0936 1.48 
0.05 0.004 3.78 2.56 3.52 0.107 1.76 
0.10 0.0036 4.00 2.64 3.44 0.142 2.34 
0.15 0.004 3.92 2.76 3.32 0.155 2.55 
0.20 0.004 4.40 2.46 3.42 0.067 Dl 


Table 2. Period 34 days 


Amount of Total Total 
ZnSO, added Amount of Red. sugar oS Butanediol 


acid formed left in dea sh aie! i 
tone, | mgm.equvts. | gm Se thoy bal 
——————— EEE 
0.00 0.0058 1.82 1.42 4.46 Negligible 
0.05 0.0058 1.92 1.48 4.60 Negligible 
0.10 0.0058 2.42 1.66 4.22 Negligible 
0.15 0.0058 2.16 1.44 4.66 Negligible 
0.20 0.0062 2.32 1.74 5.94 Negligible 
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Pichia indica which is a non-fermenting yeast (BAHADUR 1957) forms 
2,3 butanediol during fermentation. The quantity of the 2,3 butanediol 
formation as indicated by the analysis of cultures after 17 days of fermen- 
tation increases with the increase of Zn++in the medium till it reaches 
a maximum when 0.15 of zinc sulphate is present in the culture. However, 
with further increases of Zn++ in the culture the formation of 2,3 butane- 
diol suddenly decreases. The cultures at this stage show the presence of a 
considerable amount of reducing material thereby indicating that the 
oxidation-reduction potential of the culture is on the reduction side. 
The formation of acid remains almost constant in all the cultures. 

The analyses after 34 days indicate that all the glycol present in the 
culture has disappeared from the culture and the quantity of the reducing 
material present in the culture has also considerably decreased. This, 
however, is followed by only a very slight increase of acidity of the 
culture. Keeping this in view, that the initial py value of the cultures 
was 4.5 the decreased quantity of reducing material in the culture means 
that the oxidation-reduction potential is on the oxidation side. This 
hinders the formation of the glycol. It appears that the 2,3 butanediol 
formed in the beginning was re-utilised as the source of carbon food by 
the yeast as it has been observed in the case of certain micro-organisms 
(Juni and Hrym 1956). 


Summary 


Pichia indica produces 2,3 butanediol during fermentation. The forma- 
tion of this glycol increases with the presence of Zn++ in the culture. The 
increase of Zn++ concentration increases the formation of 2,3 butanediol 
in the culture till a maximum is reached. Further increase of Znt+ 
concentration decreases the diol production. On increasing the period of 
fermentation the glycol disappears from the culture. 
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Uber den Wechsel der Konzentration 
des Echten Ackerbohnenmosaikvirus in Ackerbohnen 


Von 


H. L. PAUL und L. QUANTZ 


Mit 1 Textabbildung 


(Eingegangen am 19. September 1958) 


Das Echte Ackerbohnenmosaikvirus (EAMV) wurde 1953 von QUANTZ 
eingehend symptomatologisch beschrieben. Er fand, vor allem bei 
Ackerbohnen (Vicia faba), weniger ausgepragt auch bei Erbsen, einen 


Abb. 1. 
Ackerbohne mit etagenweiser Erholung 


periodischen Verlauf in der 
Starke der Symptomausbil- 
dung; Blattergruppen mit 
deutlichen und solche mit 
schwiicheren, ja oft feh- 
lenden Krankheitszeichen 
wechselten miteinander ab 
(Abb. 1). AuBer diesen peri- 
odischen Schwankungen 
der Symptomstarke an einer 
Pflanze war eine starke Va- 
riabilitat des Krankheits- 
bildes zu bemerken, die ihre 
Griinde teilweise in Unter- 
schieden einzelner Stamme 
und in der Auswirkung von 
AuBenbedingungen hatte. 

Da die Konzentration des 
EAMV aus Mangel an geeig- 
neten Pflanzen nicht mit 
Lokallasionen gepriift wer- 
den konnte, mute unent- 
schieden bleiben, ob dem 
Wechsel im Symptombild 


ein Wechsel in der Viruskonzentration parallel geht. Die verhaltnismaBig 
einfache Reinigung des EAMV (Pau, BRANDES u. QUANTZ 1958) ermég- 
lichte es nunmehr, den Virusgehalt spektralphotometrisch zu bestimmen. 
Uber die Ergebnisse dieser Untersuchungen sei im folgenden berichtet. 
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Material und Methodik 


Benutzt wurde der Stamm EV 11 des EAMV (Quantz 1953). Nachdem Vor- 
versuche einen Zusammenhang zwischen Viruskonzentration und Symptombild 
angedeutet hatten, wurden in der Zeit vom 3. 3.—2. 7.1958 12 Impfserien im 
Gewachshaus angesetzt. Jede bestand aus 50 gleichaltrigen Ackerbohnenpflanzen 
(,.Breustedts Schladener Kleine“), die am gleichen Tage durch Safteinreibung auf 
meist 2 Blattern beimpft wurden. Nach Ausbildung zweier stark erkrankter ,,Blatt- 
etagen“ wurde das Material wie unten angegeben geerntet, eingefroren und bald 
verarbeitet. Hierbei wurden die sich entsprechenden Blatter zu je 1 Ansatz ver- 
einigt. Gesunde Ackerbohnen dienten als Vergleichsobjekte. 


Die Reinigung des EAMV ahnelte der von Pau, Branpzs u. Quantz (1958) 
angegebenen. Das Material wurde im Morser unter Zugabe von = Phosphatpuffer 


(px 7) mit einem Gehalt von 4/,°/, Natriumsulfit zerdriickt und durch ein Tuch aus- 
gepreBt. Das Sulfit verhiitete die stérende Melaninbildung. Nach dem Ausschiitteln 
mit Chloroform-Butanol wurde das Virus mit 10°/jiger Essigsiure bei pp 4—4,5 
gefallt und in Phosphatpuffer zweimal hoch- und niedertourig zentrifugiert. Alle 
Prozeduren waren genormt und blieben fiir die Serien gleichférmig. 

Als Ma& fiir die Viruskonzentration wurde die Differenz der Absorptionen bei 
2 = 260 und 2 = 290 my mal 100 (= A 260—290 mal 100) je Gramm Frisch- 
gewicht baw. je Milliliter RohpreBsaft benutzt. Dieser Wert wurde noch fiir ein 
Endvolumen der Préparation von 1 ml im unverdiinnten Zustand sowie fiir 1 cm- 
MeBkiivetten korrigiert und als A/G bzw. A/V bezeichnet. Die Reinheit der Prapara- 
tionen wurde mit Hilfe der Quotienten H2go/260 und Lmax/min (genannt Q-Werte) 
beurteilt. Sie betrugen fiir Material, das durch Differentialzentrifugation und im 
Dichtegradienten (BRAKKE 1951) gereiigt worden war, 0,57 bzw. 1,52 und fir 
nicht im Dichtegradienten gesdubertes Material 0,57 bzw. 1,45 (siehe auch Pavt, 
BRANDES u. QUANTZ 1958). 


Das Blattmaterial wurde normalerweise nach folgendem Schema zu Sammel- 
proben vereinigt: 


a) beimpfte Blatter (es wurden meist 2 Blatter beimpft), 

b) das auf die beimpften Blatter folgende, symptomlose Blatt (in manchen 
Serien wurden a und b gemeinsam verarbeitet als ,,untere Etage ohne Symptome“ 
[o. S.]). 

c) mittlere Blatter mit Symptomen, 

d) mittlere — obere Blatter o. S., 

e) obere Blatter (meist noch nicht vollig ausgewachsen) mit starken Symptomen. 


Ergebnisse 


Im gesunden Material blieben die 4/G- baw. A/V-Werte meist kleiner 
als 0,1 und beide Q-Werte lagen zwischen 0,80 und 1,0. Nucleoproteide 
waren somit nicht in meBbarem MaBe anwesend (Tab.1, Versuch 11). 
Fir das kranke Material lagen die extremen A-Werte bei etwa 0,3 und 
etwa 170. Da bei der angewendeten Methode ein geringfiigiger Anteil von 
Proteinen stets im Praparat verblieb, war die Reinheit des Virus im 
ersten Falle deutlich geringer als im zweiten. Innerhalb der einzelnen 
Serien waren die Konzentrationsverhaltnisse stets ausgeglichener, die 
grote Schwankung betrug hier etwa 1 : 30. In den Befunden zeigte sich 
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deutlich der direkte Zusammenhang von Viruskonzentration und 
Symptombild; je deutlicher die Krankheitserscheinungen auf einem 
Blatt waren, um so héher war auch die Viruskonzentration. Die héchsten 


Tabelle 1. Die Ergebnisse dreier spektralphotometrischer Versuche 
mit der Bonitur der Versuchspflanzen 


Versuch Objekte ees bd Bemerkungen 
Nr. A/V A/G | Essoj260 | Emax! min 
11 untere Bl. 0,09} 0,08] 1,0 1,0 
mittlere Bl. | 0,09) 0,08] 1,0 | 1,0 ela = 
obere Bl. 0,09} 0,07} 1,0 1,0 
6 untere Bl.o.S.?| 4,2 3,0 0,58} 1,40 | eingeriebene und ,,folgen- 
de“ Blatter gemeinsam 
verarbeitet, 
Virusreinheit: gut 
mittlere Bl 
m.S.3 Deo 1,6 0,59| 1,31 | Virusreinheit: befriedigend 
mittlere/obere 
Bl. 0. 8. 0,36| 0,24) 0,81} 0,86 | prakt. kein Virus vorh. 
obere Bl.m.8.] 9,6 6,8 0,58| 1,45 | Virusreinheit: gut 
12 beimpfte BI. 34,2 | 22:2 0,59| 1,49 
,,folgendes‘ 
Bl. o. 8. 6,6 4,2 0,58| 1,47 
Bl. mit deut- 
lichen 8S. 12,6 9,3 0,57} 1,50 iiberall 
Bl. mit starken Virusrein- 
S. 65,4 | 77,7 0,59] 1,46 heit: gut 
junge Teilbl. Teilblattchen, 
mit starken 8.]173,7 |104,1 0,58} 1,47 die zu den- 
altere Teilbl. selben Blat- 
mit mitt]. S. | 20,7 | 12,0 0,58| 1,47 tern gehéren 
Stengel, unten | 21,9 | 13,5 0,61) 1,36 
Stengel, Mitte | 13,5 7,8 0,62} 1,32 Virusreinheit: maBig 
Stengel, oben | 19,2 | 10,8 0,62} 1,32 
1 Bl. = Blatter 20.8. = ohne Symptome 3m.S. = mit Symptomen 


Bonituren 


Versuch 6. Impfung 15. 4., Ernte 20.5. Pflanzenhéhe gleichmiBig, Wachstum gut. 
Symptomstirke insgesamt mittel bis schwach, jedoch kommt die 1. Mosaiketage (,,mittlere 
Bl. m. 8.‘‘) fast stets deutlich zum Vorschein. Die jungen Blitter der 2. Etage (,,obere Bl. 
m. §.‘‘) zeigen hingegen schwiichere Symptome, als das normalerweise der Fall ist. Die ein- 
geriebenen Blatter lassen keine Symptome erkennen und wurden bei der Ernte nicht von 
den symptomlosen folgenden Blittern getrennt. 

Versuch 12. Impfung 16. 6., Ernte 1.7. (junge Teilblittchen am 26. 6.). Pflanzenhéhe 
noch ziemlich gering (8—9 Bl.). Die unteren 2—3 Blatter waren beimpft und zeigten keine 
Symptome oder héchstens ganz schwache Ringe. Das auf sie ,,folgende“‘ Blatt war stets 
symptomfrei, war bei der Impfung jedoch noch nicht vdéllig entfaltet. Das nachste bzw. 
ubernichste Blatt zeigte in dieser Serie immer starke Symptome (,,Blatter mit deutlichen 
8.“). AuBerdem wurden die ganz jungen, unentfalteten Blatter mit sehr starken Symptomen 
geerntet (,,Bl. mit starken 8.“). Von weiteren jungen, noch nicht ganz entfalteten, sehr 
starke Symptome tragenden Blittern wurde jeweils die Hilfte der Blattchen abgeschnitten 
(,,junge Teilbl.“‘). Die andere Hiilfte wurde 5 Tage spiter geerntet, nachdem die Blatter 
ausgewachsen waren und mildere Symptome trugen (,,iltere Teilbl.‘). 

Die Stengelteile (Internodienstiicke) stammten aus folgenden Regionen: unten: unter- 
halb des altesten, beimpften Blattes; Mitte: Region der beimpften Blatter; oben: Region 
oberhalb der beimpften Blatter. 
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A-Werte wiesen junge, noch nicht ausgewachsene Blatter mit starken 
Symptomen auf. 

Schon frither (Quanrz 1953) wurde auf die starken Schwankungen 
des Symptombildes des daher als Viciavirus varians bezeichneten EAMV 
hingewiesen ; die jetzigen Ergebnisse lassen erkennen, da dieser Varia- 
bilitat eine ebensolche der Viruskonzentration parallel geht. Zur Ver- 
anschaulichung sind in Tab.1 einige Versuchsergebnisse mit ihren 
Bonituren angefiihrt, wie sie in entsprechender Art auch in den anderen 
Serien zu finden waren. Es zeigte sich, daB die beimpften Blatter, ob- 
gleich fast stets ohne Symptome, dennoch eine grofe Virusmenge ent- 
hielten. Sie durchbrechen als inokulierte Blatter die sonst giiltige Kor- 
relation zwischen Symptombild und Virusgehalt. Dagegen besaBen die 
vollig oder beinahe symptomlosen der systemisch kranken Blatter zum Teil 
sehr geringe Viruskonzentrationen, so daB manchmal die Empfindlichkeits- 
grenze der Methode erreicht wurde (Tab.1, Versuch 6). Das vollig 
symptomlose, auf die beimpften Blatter folgende Blatt enthielt meist 
eine nachweisbare Virusmenge (Tab.1, Versuch 12). DaB sich an ihm 
keine Krankheitszeichen mehr entwickeln konnten, mag daran liegen, 
da8 zur Zeit des Eindringens des Virus die Entwicklung dieses Blattes 
schon zu weit fortgeschritten war. Eine Kopplung der Starke des 
Symptombildes und des Virusgehaltes zeigte sich auch in Versuchen, 
in denen von ganz jungen, sehr stark erkrankten Blattern einzelne Teil- 
blattchen abgenommen und eingefroren wurden, wahrend die an der 
Pflanze bleibenden Teilblattchen erst spater geerntet wurden, nachdem 
sie um einen deutlichen Betrag gewachsen waren. Ihr Symptombild 
war inzwischen schwacher geworden. Die Messung solcher Proben zeigte 
eine wesentlich héhere Viruskonzentration in den jungen Teilblattchen 
als in den ausgewachsenen, alteren. Der Konzentrationsabfall in den 
alteren Teilbidttchen war dabei so groB, daB er kaum aus der bloBen 
Verdiinnung durch das Blattwachstum erklart werden kann. 

Aufer den Blattern wurden noch Internodienstiicke untersucht. Auch 
sie enthielten (Tab.1, Versuch 12) eine betrachtliche Menge Virus. Eine 
Rhythmik trat bei ihnen jedoch nicht zutage. 

Die photometrische Methode vermag keine Aussagen tiber die In- 
fektiositat des nachgewiesenen Virus zu machen. Daf aber offenbar mit 
dem erhéhten Virusgehalt bestimmter Blatter auch eine starkere In- 
fektiositat verbunden ist, wird durch einen in Tab.2 wiedergegebenen 
-Testversuch wahrscheinlich gemacht. Hierbei wurden die PreBsiifte ver- 
schiedener Blattetagen von Ackerbohnenpflanzen 3 Wochen nach der 
Beimpfung mit dem EAMV einzeln auf junge anfallige Erbsenpflanzen 
(Pisum sativum) verrieben. Das Ergebnis zeigt eine gute Ubereinstim- 
mung der hier ermittelten Infektiositaét mit der photometrisch be- 
stimmten Viruskonzentration in entsprechenden Blattetagen (Tab.1, 
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Versuch 12). Insbesondere bestitigt es die erhhte Konzentration in den : 
eingeriebenen, sowie den ersten symptomtragenden Blattern, wahrend | 
die Virusverteilung im Stengel auch hier ausgeglichener war. Geringe 
Virusmengen lieSen sich auch in der Wurzel nachweisen. 


Tabelle 2. Nachweis der Infektiositdtsunterschiede verschiedener Blattetagen 
im Abreibungstest 


Infektionserfolg 
Gepriifte Blattetage eae | oe 

se ee ee eee 
Blatter unterhalb der eingeriebenen Zone 2/18 11 
Eingeriebene Blatter 5/10 50 
Auf die eingeriebenen Blatter folgendes Blatt 

(ohne Symptome) 2/10 20 
Blatter mit starken Symptomen 24/30 80 
Stengelstiicke 

unten 8/10 80 

Mitte 6/10 60 

oben 8/10 80 
Wurzel 3/20 15 


1 Der Nenner bezeichnet die Anzahl der inokulierten, der Zahler die der syste- — 
misch erkrankten Erbsenpflanzen. 


Diskussion 

Alle Ergebnisse lassen eine Kopplung der Viruskonzentration mit dem 
Symptombild erkennen. Diese Regel wird lediglich von den eingeriebenen 
Blattern durchbrochen, die trotz groBen Virusgehaltes keine oder nur 
geringfiigige Krankheitserscheinungen zeigten. Da fiir sie eine andere 
Infektionsart vorliegt und zudem das Virus auf schon ausgewachsene 
Blatter gelangt, ist ihre Ausnahmestellung verstandlich. Die anderen 
symptomlosen Blatter enthielten meist sehr kleine Virusmengen. Ob- 
wohl die Empfindlichkeitsgrenze der Methode bei ihnen mitunter 
sichere Aussagen tiber die Viruskonzentration unméglich machte, ist 
anzunehmen, daB sie nie véllig virusfrei waren. Der zyklische Verlauf 
der Symptomausbildung war meist deutlich erkennbar. : 

Aus der Literatur sind fiir andere Viren ahnliche Verhaltnisse bekannt. 
Banororr u. Pounp (1956) stellten in den Spitzenblattern von an- 
filligem Tabak, der mit TMV beimpft war, eine zyklische Symptom- 
ausbildung und, mit ihr gekoppelt, ein entsprechendes Konzentrations- 
verhalten fest. Cuzo u. Pounp (1952) hatten ein Gleiches fiir die Ver- 
mehrung des Gurkenmosaikvirus in Tabak gefunden. Daf Symptom- 
bild und Viruskonzentration nicht immer verbunden sind, zeigen jedoch 
ihre Versuche mit Gurkenmosaikvirus an Spinat. 

Kin wesentlicher Faktor bei allen derartigen Untersuchungen ist 
die Versuchsmethodik. Man darf Ergebnisse der photometrischen’ 
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Konzentrationsbestimmung nicht ohne weiteres mit denen eines Lokal- 
lasionstestes oder einer serologischen Titerbestimmung vergleichen. 
Das haben auch Pounp u. Hetms (1955) hervorgehoben. Wenngleich 
die photometrischen Messungen nichts tiber die Infektiositat des EAMV 
in den einzelnen Blattetagen aussagen, so ist nach den mitgeteilten 
Abreibeversuchen doch zu vermuten, da einer hohen Viruskonzentration 
auch eine hohe Infektiositat entspricht. 

Die Frage nach den Ursachen der zyklischen Virusvermehrung kann 
noch nicht beantwortet werden. Méglicherweise finden éhnliche Prozesse 
wie beim normalen ,,Recovery“ statt, bei dem nach den Vorstellungen 
von Price (1936) das Vordringen des Virus in den Vegetationspunkt 
hier eine Anpassung des Gewebes an das Virus und in der Folge eine 
AjuBerliche Gesundung bewirkt. Nach K6niLER u. Havuscui~p kann 
dieser Mechanismus auch nach der Minimumtheorie gedeutet werden 
(1947). Bei dem EAMV auf Ackerbohne wird jedoch die anfangliche 
Wiedergesundung bald wieder durchbrochen. Wie BENDA u. NayLor 
(1958) kiirzlich mitgeteilt haben, kann das Recovery auch beim Tabak- 
ringspotvirus durch duBere Einflisse (z. B. Temperatur) aufgehoben 
werden. In unserem Falle kommt jedoch dergleichen nicht in Betracht, 
denn die Zyklen waren unabhingig von den AuSenbedingungen im 
Gewiichshaus stets bemerkbar, lediglich die Intensitat und die Schnellig- 
keit des Wechsels unterlagen Schwankungen, so da mitunter eine Ab- 
grenzung der einzelnen , Symptometagen“ Miihe bereiten konnte. Zur 
Erklirung der zyklischen Virusvermehrung scheint uns auch die Vor- 
stellung méglich, da& sich bei starker Virusvermehrung in den ganz 
jungen Blattern ein Stoff ausbildet, der die Virusneubildung in den 
dariiber liegenden Blattanlagen hemmt und zu ihrer Gesundung fuhrt. 
Bei den dann niederen Konzentrationen des EAMV nimmt er spater 
ebenfalls ab, so daB anschlieBend ein erneutes Aufkommen groBer 
Virusmengen méglich ist. Im Unterschied zum Recovery wiirde also 
hier kein ausgeglichener Zustand erreicht werden, sondern ein stetes 
Pendeln zwischen zwei Extremlagen erhalten bleiben. Ein Vordringen 
des Virus bis in die obersten Zellagen des Vegetationskegels brauchte 
dabei nicht stattzufinden, vielmehr kénnte sich die Wechselwirkung 
zwischen den ganz jungen Blattern und den alteren Blattanlagen ab- 
spielen. Auch BENDA u. Nayizor (1954) haben angenommen, daB der Ort 
des Recoveryphénomens im Blatt zu suchen sei. Der Stengel scheint 
yon dem Konzentrationsrhythmus weniger oder nicht ergriffen zu 
werden. 

Bemerkenswert ist die starke Abnahme der Viruskonzentration in 
wachsenden, symptomtragenden Blattern. Wird das Frischgewicht 
bzw. die Saftmenge des Blattes zugrunde gelegt, so zeigt sich, daB die 
Zunahme der Blattmasse allein das Absinken der Konzentration nicht 
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erkliren kann. Es wiire allerdings denkbar, daB das Virus nur in be- 
stimmten Zellen des jungen Blattes in gréBeren Mengen vorkommt und ) 
daB spater die virusirmeren Teile bevorzugt wachsen, so daB der ,,Ver- 
diinnungseffekt“‘ (BANcRorr u. Pounp 1956) wesentlich gréBer aus- 
fallt, als nach der Massenzunahme des Blattes zu schlieBen ist. In der ; 
Tat kénnten die bei alteren Blattern viel schwacheren Symptome auf _ 
solch ein Verhalten hinweisen. Andererseits konnte aber auch ein Virus- _ 


Zusammenfassung 


abbau beim Altern stattfinden, wie das von GARCES-OREJUELA u. POUND © 
(1957) fiir bestimmte Falle angenommen worden ist. Auf die Schwierig- 
keiten einer solchen Hypothese sei hier nicht naher eingegangen. 

Es wurden die Konzentrationsverhaltnisse fiir das Echte Ackerbohnen- | 
mosaikvirus (EAMV) auf Vicia faba-Pflanzen mit Hilfe der spektral- 
photometrischen Methode untersucht. Dabei zeigten sich zyklische i 
Schwankungen der Konzentration in den einzelnen Blattetagen, die mit — 
einer entsprechenden Auspragung des Symptombildes gekoppelt waren. 
Eine Ausnahme hiervon machten nur die beimpften Blatter, die groBe — 
Virusmengen enthielten, ohne ein Krankheitsbild zu zeigen. Stengel- : 
internodien dagegen schienen keine nennenswerten Unterschiede im Virus- | 
gehalt zu besitzen. Eine Deutung der Verhaltnisse wird versucht, wobei — 


Analogien zum Recovery-Phinomen gezogen werden. 
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